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 RESUMO 
 
A precipitação é uma das etapas mais conhecidas e empregadas em processos de recuperação 
e purificação de bioprodutos. Esta técnica é baseada no parâmetro termodinâmico 
solubilidade que é definido como a concentração de proteína em solução no equilíbrio. Este 
parâmetro é a base para prever a recuperação de proteínas no processo de precipitação e é 
função das propriedades do meio e das características físicas e químicas destas biomoléculas. 
Há estudos na literatura que comprovam que a concentração inicial de proteína em solução 
pode alterar a solubilidade do sistema. Também afirmam que precipitação de proteínas por 
sais pode ser considerada como um equilíbrio líquido-líquido sendo descrita pelo coeficiente 
de partição. O objetivo deste trabalho foi o estudo do equilíbrio de fases em termos de massa 
e de atividade biológica em precipitações de enzimas com solventes orgânicos. Os solventes 
utilizados foram etanol e acetona e as proteínas foram lisozima e complexo proteico 
(especificamente celulases e xilanases) produzidas pelo fungo Trichoderma harzianum. 
Verificou-se que alterações nas condições do processo de precipitação causadas pela variação 
da concentração inicial de proteína alterou a solubilidade do sistema. E, similarmente, a 
solutividade (parâmetro similar à solubilidade que representa a atividade biológica não 
precipitada) também foi alterada pela atividade enzimática inicial. Obteve-se o coeficiente de 
distribuição entre as fases em equilíbrio e observou-se que este parâmetro não foi constante 
em função da concentração inicial de proteína para todos os sistemas estudados. Portanto, não 
é plausível generalizar o comportamento de um equilíbrio líquido-líquido para todos os 
processos de precipitação. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Precipitation is one the most known and used technique in the downstream processing of 
proteins. This technique is based on the thermodynamic parameter solubility defined as 
protein concentration in solution at equilibrium. It is the basic parameter that allows 
prediction of protein recovery in precipitation process. It is a function of the properties of the 
medium and the physical and chemical characteristics of the biomolecules. Studies in 
literature claims that the initial protein concentration can alter the solubility of the system. 
Also it is claimed that protein precipitation by salts can be seen as a liquid-liquid equilibrium 
being described by partition coefficient. The objective of this work was to study the phase 
equilibrium in terms of mass and biological activity in enzymes precipitation with organic 
solvents. The solvents used were ethanol and acetone and the protein were lysozyme and 
protein complex (specifically cellulases and xylanases) produced by the fungus Trichoderma 
harzianum. We found that changes in the precipitation conditions caused by variation of the 
initial protein concentration alter the solubility of the system. Similarly, the solutivity (a 
parameter similar to solubility that defines the biological activity not precipitated) is also 
altered by the initial enzymatic activity. A distribution coefficient between the phases at 
equilibrium was calculated and it was not constant at function of initial protein concentration 
for all system studied. Therefore, it is not feasible to generalize the behavior of the all 
precipitation processes in at equilibrium liquid-liquid. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
A produção industrial de proteínas abrange uma ampla variedade de aplicações, 
desde insumos industriais a produtos terapêuticos de alto valor agregado. Como esses 
bioprodutos não são obtidos puros, independente do seu processo de produção, há a 
necessidade de empregar etapas de recuperação e purificação de bioprodutos (RPB ou 
downstream processing), para obter a molécula de interesse em grau de pureza desejado. 
Dependendo da pureza requerida, as sequências operacionais de RPB podem se tornar 
complexas e caras, podendo atingir cerca de até 80% do custo de produção, nos casos de 
produtos farmacêuticos (CLONIS, 2006). Dessa forma, é essencial compreender e aprimorar 
as técnicas de RPB conhecidas bem como desenvolver novas tecnologias visando maior 
eficiência e menor custo. 
Dentre as etapas de RPB, a precipitação é uma das etapas mais conhecidas e 
empregadas em processos industriais. Estima-se que cerca de 80% de todos os processos de 
RPB tem pelo menos uma etapa de precipitação (PESSÔA FILHO, 2011), que se justifica 
devido à simplicidade e ao baixo custo desta operação. Normalmente, a precipitação é 
empregada nas etapas iniciais de RPB com objetivo de concentrar as biomoléculas e, assim, 
reduzir os custos com as etapas posteriores; no entanto, pode-se também alcançar alguma 
purificação significativa com esta operação.  
Os processos de precipitação são baseados em um parâmetro termodinâmico, a 
solubilidade, que determina a concentração de proteína em solução no equilíbrio e, assim, 
pode ser utilizado para prever e quantificar a precipitação destas biomoléculas. Assim, 
entender o comportamento da solubilidade em função das variáveis que a afetam é 
extremamente importante no projeto de precipitação. Tais variáveis incluem as propriedades 
do meio como pH, temperatura, tipo e concentração do solvente e as características físicas e 
químicas das proteínas, principalmente estrutura e carga. 
A solubilidade de alguns sistemas proteicos pode não ser constante para diferentes 
concentrações iniciais de proteína (SHIH; PRAUSNITZ; BLANCH, 1992; SHIAU; CHEN, 
1997). Ainda que existam trabalhos em que se comprova a influência da concentração inicial 
de proteínas na solubilidade em soluções aquosas de sais, essa dependência é muitas vezes 
ignorada em processos de precipitação e pouco investigada. E até o momento, não se encontra 
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na literatura tais estudos utilizando outros tipos de agente precipitante, como os solventes 
orgânicos. 
Vale ressaltar que a concentração inicial de proteína altera as condições do 
processo de precipitação podendo alterar os fatores cinéticos do processo e tipo do sólido 
formado resultando então na alteração da solubilidade do sistema.  
Outro ponto crítico na precipitação de proteínas, especialmente daquelas com 
atividade biológica, tais como as enzimas, é a recuperação desta atividade, sendo mais 
importante do que a recuperação de massa proteica.  
Apesar de se saber que solubilidade de proteínas é determinante para a 
recuperação de massa proteica, não há descrição na literatura de parâmetro similar à 
solubilidade que nos permita prever a recuperação de atividade biológica. Neste contexto, é 
fundamental estudar a relação entre a fase precipitada formada e a recuperação da atividade 
enzimática. Para tanto, definiu-se um parâmetro não-termodinâmico, a solutividade, 
inicialmente apresentado por Pinheiro et al. (2015). Análogo à solubilidade, este parâmetro 
representa a atividade biológica em solução no equilíbrio, resultado da solubilidade da espécie 
biológica em questão e possíveis desnaturações, inibições ou ativações da proteína em questão 
durante o processo de precipitação. É um parâmetro prático que permite prever, em sistemas 
sob condições específicas, a recuperação da atividade biológica em processos de precipitação.  
Assim, vê-se na literatura lacunas de estudos que relacionam a solubilidade de 
proteínas e sua concentração inicial, além de não existir estudos que enfoquem no 
comportamento da atividade biológica em processos de precipitação baseada em uma 
referência tal como existe para massa. 
 
1.1.Objetivo 
Este trabalho objetivou estudar o equilíbrio de fases de proteínas em soluções 
aquosas de solventes orgânicos, considerando não apenas massa, mas também a atividade 
enzimática, em função das condições inicias de concentração de proteína e atividade 
enzimática. Para tal se usou o parâmetro termodinâmico, a solubilidade, para se analisar o 
equilíbrio em termos de massa e um parâmetro não-termodinâmico, a solutividade para a 
análise em termos de atividade. 
Como sistemas proteicos utilizou-se uma enzima de elevada pureza, lisozima, e 
um caldo fermentado do fungo Thricoderma harzianum, produtor de complexo hidrolítico 
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contendo atividades celulásicas e xilanásicas. Os solventes orgânicos em estudo foram etanol 
e acetona.  
Optou-se pela lisozima por ser uma proteína modelo para estudar processos de 
precipitação e cristalização, além da grande disponibilidade e baixo custo. Há uma extensa 
informação sobre a solubilidade desta proteína em função da concentração de sal, da sua 
forma cristalina, do pH e temperatura. O estudo com complexo enzimático do T. harzianum 
foi feito pela necessidade em se entender o comportamento de um sistema multiproteico, 
principalmente no tocante a solutividade e pela importância das enzimas hidrolíticas contidas 
neste complexo de alta relevância no cenário de biorrefinarias para a produção de etanol de 
segunda geração. Já o uso de solventes orgânicos foi escolhido, pois, apesar de ser 
amplamente utilizado industrialmente como agente precipitante, há pouco estudo nesta área 
utilizando este tipo de agente precipitante. Etanol e acetona estão entre os solventes orgânicos 
mais estudados e utilizados em processo de precipitação de proteínas devido ao alto caráter 
precipitante e ao baixo poder desnaturante. 
 
1.2. Plano de trabalho 
O plano de trabalho foi constituído das seguintes etapas (Figura 1): 
1) Estudos preliminares:  
a) Obtenção da faixa operacional de linearidade dos métodos de análise de 
atividade enzimática através da determinação da faixa de absorbância do 
método analítico que apresenta linearidade em diferentes diluições da solução 
enzimática; 
b) Estudo de cinéticas de precipitação do complexo enzimático de T. harzianum 
para a determinação do tempo de equilíbrio do processo de precipitação e 
monitoramento da estabilidade de enzimas em soluções aquosas de solvente 
orgânico. 
2) Produção de fermentados enriquecidos a fim de estudar o comportamento da 
solubilidade e solutividade das proteínas presentes no complexo proteico produzido 
pelo T. harzianum em diferentes condições iniciais de concentração de proteína e de 
atividade enzimática. Concentrou-se o caldo fermentado com proteínas precipitadas do 
próprio caldo, gerando assim soluções com diferentes concentrações de proteínas e 
atividades enzimáticas, soluções denominadas de fermentado enriquecido; 
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3) Estudo da solubilidade e solutividade da lisozima e das proteínas do complexo 
proteico T. harzianum, enfatizando-se as celulases, xilanases e β- glicosidase realizado 
através de ensaios de precipitação variando: 
a) as condições iniciais de concentração de proteínas e atividade enzimática; 
b) as concentrações de solvente orgânico; 
c) e tipo de solvente orgânico: etanol e acetona.  
 
Figura 1. Fluxograma representativo das etapas do plano de trabalho. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
Neste tópico é abordada uma revisão da literatura sobre temas pertinentes a este 
trabalho. A solubilidade das proteínas com destaque para seu conceito, os fatores que a 
influenciam e seu comportamento em equilíbrios com precipitados são os primeiros itens a 
serem abordados. Os processos de precipitação e suas técnicas são então discutidos 
brevemente com ênfase na precipitação com solventes orgânicos e de trabalhos relevantes 
sobre o comportamento da solubilidade na presença de tais solventes. E por fim, é feita uma 
sucinta descrição das enzimas estudadas. 
  
2.1.Solubilidade das proteínas 
Os processos de precipitação de proteínas são baseados em um fator de equilíbrio 
termodinâmico, a solubilidade, e em fatores cinéticos que controlam a taxa de nucleação e de 
crescimento das partículas (ARAKAWA E TIMASHEFF, 1985). Uma forma de exemplificar 
esses conceitos é o diagrama de fases (Figura 2) que determina a situação do sistema em 
função da concentração de proteínas e de precipitante. 
 
Figura 2. Diagrama de fases ilustrativo representando diferentes regiões e zonas de um 
processo de separação de proteínas. 
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A curva de saturação, ou de solubilidade, representa o conjunto de condições que 
indica a máxima concentração de proteínas em solução sob condições específicas. Quando 
este limite é ultrapassado, o sistema não permanece homogêneo e as proteínas começam a se 
agregar formando uma nova fase. Depois que o equilíbrio é estabelecido, a concentração de 
proteínas em solução é a solubilidade.  
O diagrama de fases é dividido em duas regiões fundamentais: subsaturada e 
supersaturada que são delimitadas pela curva de saturação. Na região subsaturada, como a 
concentração de proteínas está abaixo da solubilidade, nenhuma nova fase é formada e as 
moléculas de proteínas permanecem em solução. Já na região supersaturada, a concentração 
de proteínas ultrapassa a solubilidade e o excesso de proteínas permite a formação de uma 
nova fase. Assim, a solubilidade da proteína pode ser definida como a concentração da 
solução saturada que está em equilíbrio com a fase sólida, cristalina ou amorfa, sob dadas 
condições (KRAMER et al., 2012). 
A região supersaturada é dividida em três zonas: metaestável, lábil e instável. 
Nessas zonas, a nova fase é formada em duas etapas, nucleação e crescimento. A nucleação 
representa a primeira fase de transição em que as moléculas passam de um estado 
desordenado para um estado organizado; para isso é necessário vencer uma barreira 
energética que pode ser transposta pelo grau de supersaturação do sistema. Depois que os 
núcleos são formados inicia-se a etapa de crescimento em que novas moléculas de proteínas 
vão se agregando a este núcleo (HAAS E DRENTH, 1999; MCPHERSON, 2004; CHAYEN, 
2005). 
Na zona metaestável, a supersaturação é baixa e não é suficiente para ultrapassar a 
barreira energética necessária para a formação de uma nova fase, sendo assim apenas 
favorável para o crescimento das partículas. No entanto, existem técnicas que podem ser 
utilizadas para superar essa barreira como o uso de sementes ou por agitação (MYERSON, 
2002; TALREJA et al., 2010). 
Na zona lábil, o grau de supersaturação é alto suficiente para induzir a nucleação 
espontânea e, consequentemente, o crescimento de cristais. Já na zona instável, o grau de 
supersaturação é tão grande que ocorre a formação de estruturas desordenadas como 
precipitados amorfos (ASHERIE, 2004). 
Para uma determinada solução proteica, além da concentração de proteínas e da 
concentração do solvente, outras variáveis devem ser consideradas no diagrama de fases 
(ASHERIE, 2004). Como exemplo tem-se o trabalho de Lin e colaboradores (2008) que 
reportam uma investigação das modificações dos diagramas de fases para dez proteínas em 
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função da temperatura. Devido à mudança na temperatura, as zonas de supersaturação, bem 
como a curva de solubilidade, sofrem variações que são diferentes para cada proteína.  
Além da temperatura, outros fatores extrínsecos à molécula proteica podem 
influenciar a solubilidade das proteínas como pH, força iônica, tipo e concentração do 
solvente. Porém, os fatores intrínsecos também influenciam a solubilidade das biomoléculas, 
como sua estrutura e a característica da sua superfície, que por sua vez podem ser funções dos 
fatores extrínsecos.  
 
2.1.1. Fatores intrínsecos de solubilidade de proteínas 
Uma proteína permanece em solução somente se for mais energeticamente 
favorável para esta interagir com as moléculas de solvente do que formar agregados com 
outras moléculas de proteínas em uma nova fase. Neste aspecto, a estrutura e as características 
químicas da superfície das proteínas têm uma grande importância (DORAN, 2013). 
Em estado nativo, a conformação de uma proteína, em determinadas condições, é 
aquela que apresenta menor energia livre de Gibbs, sendo termodinamicamente mais estável. 
A composição da superfície da proteína é que vai determinar a intensidade da interação entre 
as biomoléculas e as moléculas do solvente e entre as biomoléculas em si. Em meio aquoso, 
para grande parte das proteínas globulares não associadas à membrana celular, as cadeias 
laterais de aminoácidos hidrofóbicos (alanina, leucina, metionina, prolina, valina, isoleucina, 
fenilalanina e triptofano) tendem a se agrupar no interior das biomoléculas, evitando assim o 
contato destes grupos com a água. Já as cadeias laterais polares e hidrofílicas (como os grupos 
ácidos ácido aspártico e ácido glutâmico e os grupos básicos arginina, lisina e histidina) ficam 
expostas na superfície permitindo a interação das biomoléculas com a água por ligações de 
hidrogênio (HARRISON, 2003; GREEN e HUGHES, 1955). Entretanto, há trabalhos que 
comprovam que uma fração significativa de resíduos hidrofóbicos situa-se na superfície das 
proteínas. Miller e colaboradores (1987) estudaram 46 proteínas e constataram que a faixa de 
composição de resíduos de aminoácidos na superfície destas biomoléculas é de, 
aproximadamente, 50-70% apolares, 20-40% polares e 5-25% resíduos carregados. Dessa 
forma, as proteínas podem se atrair devido à interação entre carga opostas e entre áreas 
hidrofóbicas superficiais.  
Devido à interação entre as regiões superficiais polares e moléculas de água, há a 
formação de camadas de hidratação ao redor da proteína e essa camada mantém uma distância 
entre as superfícies das biomoléculas e, assim, permite a solubilidade destas em água, sendo a 
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solubilidade proporcional à intensidade da interação. Entretanto, as propriedades desta 
camada podem ser modificadas pela presença de sais, solventes orgânicos, polímeros, ácidos 
ou bases. A adição destes produtos pode reduzir a intensidade da camada de hidratação e 
induzir a precipitação das proteínas (HARRISON, 2003).  
Dentro do contexto de que a solubilidade de proteínas depende da composição e 
da exposição de aminoácidos na superfície proteica e da interação destes aminoácidos com as 
moléculas do solvente, há trabalhos na literatura que se utilizam da técnica de mutagênese 
sítio-específica para alterar a solubilidade das proteínas. Como exemplo pode-se citar o estudo 
feito por Trevino, Scholtz e Pace (2007), no qual se investigou a solubilidade da RNase em 
solução aquosa de sulfato de amônio variando o aminoácido da posição 76 da proteína. De 
todos os 20 aminoácidos analisados, o ácido aspártico, ácido glutâmico e a serina favoreceram 
a solubilidade em todas as condições estudadas. Uma explicação sugerida pelos autores foi 
baseada na forte interação entre o grupo carboxílico dos resíduos ácidos (ácidos aspártico e 
glutâmico) com a camada de hidratação. Não foi dada explicações para o caso da serina.  
Em equilíbrio líquido-sólido, a solubilidade da proteína pode variar de acordo 
com a estrutura do sólido formado. A solubilidade com agregados amorfos é maior quando 
comparado com agregados cristalinos, indicando a maior estabilidade dos cristais. Essa 
observação foi introduzida por Cohn (1925) e comprovada pelos estudos feitos com as 
enzimas renina (BUNN; MOEWS; BAUMBER, 1971) e lisozima (SHIH; PRAUSNITZ; 
BLANCH, 1992). O entendimento do comportamento termodinâmico em equilíbrios com 
uma fase sólida não cristalina ainda é muito limitado quando comparado com fase sólida 
cristalina (MORETTI; SANDLER; LENHOFF, 2000). Um trabalho fundamental neste campo 
de equilíbrio líquido-sólido é o artigo de Shih, Prausnitz e Blanch (1992) no qual duas 
observações importantes foram relatadas: o efeito da concentração inicial de proteína na 
solubilidade da proteína precipitada e o comportamento de uma fase líquida apresentado por 
certos precipitados. Estes autores observaram que, para algumas proteínas (albumina de soro 
bovino e α-quimiotrisina), ao serem precipitadas, a concentração na fase sobrenadante era 
aproximadamente proporcional à sua concentração inicial, diferentemente para a lisozima, 
que a concentração de proteínas na fase sobrenadante foi constante. Observaram também que 
esse efeito da concentração inicial de proteínas depende do tipo da proteína e é independente 
do pH e do tipo de sal.  
Essa influência na solubilidade foi relatada posteriormente por Iyer e Przybycien 
(1994) e, em um estudo mais aprofundado, por Shiau e Chen (1997) no qual se relataram que 
para precipitação com sais, a solubilidade das proteínas pode apresentar até três possíveis 
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comportamentos em relação ao aumento da concentração inicial de proteína: aumento, 
redução ou a formação de um máximo. 
Em 1981, Schubert e Finn já haviam verificado que em precipitações utilizando o 
metanol, a atividade inicial da enzima influenciou na atividade não recuperada no precipitado. 
Os autores não fizeram um estudo ou uma discussão aprofundada sobre esses resultados.   
Outra contribuição do trabalho de Shih, Prausnitz e Blanch (1992) foi que a 
conclusão de que, para os sistemas estudados (lisozima e α-quimiotripsina em soluções de 
sulfato de sódio e fosfato de sódio), os precipitados devem ser considerados uma fase líquida 
densa. Assim, o processo de separação de fases nestes casos deve, consequentemente, ser 
analisado em termos do coeficiente de distribuição. Os resultados obtidos neste estudo 
mostraram que uma quantidade significativa de água e sal está presente na fase precipitada. 
Para a α-quimiotrisina, a composição na fase precipitada foi de aproximadamente 70% (m/m) 
de água, 20% (m/m) de sal e 10% (m/m) de proteína. Comparando-se com a composição da 
fase sobrenadante (aproximadamente 75% (m/m) de água, 24% (m/m) de sal e 1% (m/m) de 
proteína), os autores inferiram que a fase precipitada pode ser considerada como uma fase 
líquida densa. Os autores ainda chamaram a atenção para a definição da solubilidade e 
afirmaram que esse parâmetro deve ser usado apenas quando a fase saturada está em 
equilíbrio com uma fase sólida pura. Caso contrário, o melhor parâmetro para definir o 
equilíbrio das fases é o coeficiente de distribuição ( e) definido como a relação de 
concentração de proteína entre as fases sobrenadante e precipitada estabelecida nas condições 
de equilíbrio: 
 
 e   
Cs
Cp
                                                                                                                                                      (1) 
 
em que Cs e Cp representam as concentrações de proteínas na fase sobrenadante e precipitado, 
respectivamente.  
Watanabe (2007) estudaram sistemas de lisozima e BSA com sais sulfato de 
amônio, sulfato de sódio, cloreto de sódio e carbamato de amônio e também constataram que, 
para diferentes sais, a fase precipitada pode ser composta por proteína e água, um complexo 
de proteína, água e sal ou por apenas proteína.   
Coen, Blanch e Prausnitz (1995) estudaram a precipitação da lisozima e α-
quimiotripsina por sulfato de amônio e determinaram os coeficientes de distribuição destas 
proteínas em função da concentração do sal. Os autores verificaram que menores coeficientes 
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de distribuição são observados com o aumento da concentração de sal. Neste trabalho também 
estudaram o comportamento do coeficiente de distribuição dessas proteínas em um sistema 
contendo uma mistura de ambas e observaram que as proteínas apresentaram o mesmo 
comportamento obtido quando estudadas isoladamente, evidenciando que as interações entre 
as diferentes proteínas são menos relevantes em comparação com o efeito do sal.  
Alguns trabalhos caracterizaram esse comportamento entre a fase sobrenadante e 
fase densa como uma separação metaestável líquido-líquido que, em diagramas de fases, é 
localizado dentro do limite estável da fase sólido-líquido que descreve o equilíbrio do 
processo de cristalização (TARATUTA et al., 1990; CARPINETI, PIAZZA, 2004; 
MUSCHOL; ROSENBERGER, 1997; CHENG et al., 2006).   
Muschol e Rosenberger (1997) propuseram um diagrama de fases para proteínas 
globulares de acordo com dados obtidos experimentalmente e algumas considerações teóricas 
(Figura 3). A zona I representa a melhor região para conduzir um processo de cristalização, a 
zona II é a região de separação metaestável de duas fases líquidas e a zona III representa a 
gelificação em que há a formação de precipitados amorfos devido à supersaturação excessiva. 
 
Figura 3. Diagrama de fases genérico para proteínas globulares. 
 
Fonte: Muschol e Rosenberger (1997). 
 
O comportamento da lisozima em soluções aquosas de NaCl foi estudado por 
medições da intensidade do espalhamento de luz para determinar a coexistência das fases 
líquidas. Verificaram que a separação líquido-líquido aumenta a taxa de nucleação da solução: 
após a solução proteica atravessar a região de separação líquido-líquido (detectada pelo 
aumento da dispersão ao diminuir a temperatura do sistema), a intensidade da dispersão 
25 
 
 
aumentou mesmo com aumento da temperatura e permaneceu elevada, acima do nível 
detectado na separação de fases. Isso ocorre devido à dispersão de microcristais que são 
nucleados na fase de alta concentração de proteína formada após a separação de fases líquido-
líquido. Sem essa “passagem” pela região de metaestável, a nucleação da solução teria 
requerido um tempo muito mais longo. Em geral, observa-se que o tempo de indução da 
nucleação reduz de horas para minutos (MUSCHOL; ROSENBERGER, 1997). Segundo os 
autores, os fatores que contribuem para essa redução da barreira cinética de cristalização são: 
a supersaturação na fase de alta concentração, que é bem mais alta em relação à solução 
proteica inicial, e a redução da diferença de energia superficial entre o líquido da fase de alta 
concentração e a fase sólida, já que possuem valores de densidade de proteína próximos. 
Cheng et al. (2006), estudaram a cinética de precipitação da lisozima em solução 
de sulfato de amônio e caracterizaram a estrutura do precipitado com a técnica de difração de 
raio-X (DRX). As análises de DRX indicaram que o precipitado inicial é amorfo, mas o 
conteúdo cristalino aumenta e a concentração da fase sobrenadante diminui ao longo do 
tempo. Isso sugere que ocorre a cristalização em seguida da precipitação inicial quando a 
solução é mantida sob agitação contínua.  
Esses estudos comprovam os fenômenos de oiling-out, em que se refere ao 
aparecimento de uma segunda fase líquida durante processo de cristalização (LU et al., 2012), 
e a regra de Ostwald a qual sugere que, de forma generalizada, em processos de cristalização 
há primeiro a formação do polimorfo menos estável, aquele com maior energia livre de Gibbs, 
seguido de sucessivas formações de polimorfos mais estáveis (THRELFALL, 2003).  
Polimorfismo é a habilidade de um componente existir em duas ou mais estruturas 
cristalinas. Dentre as diferenças existentes entre os polimorfos, pode-se citar a solubilidade. 
Este parâmetro é diretamente proporcional à energia livre do polimorfo. Sendo assim, o 
polimorfo mais estável possui menor solubilidade e os sólidos amorfos, que possuem alta 
energia livre, apresenta maior solubilidade (LU; ROHANI, 2009). 
 
2.1.2. Fatores extrínsecos de solubilidade de proteínas 
Como já foi dito, a camada de hidratação é responsável por manter as proteínas 
em solução, porém, essa propriedade pode ser modificada pela adição de alguns aditivos. A 
solubilidade também pode ser alterada pela mudança de parâmetros do meio (como pH, 
temperatura, força iônica, tipo e concentração do solvente) devido a alterações que estes 
provocam na conformação da proteína.  
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A natureza e a distribuição das cargas das proteínas são afetadas pelo pH da 
solução, influenciando diretamente na solubilidade das biomoléculas. As proteínas 
apresentam menor solubilidade quando o pH da solução está próximo ao seu ponto isoelétrico 
(pI), como demonstrado por vários autores (SHIH; PRAUSNITZ; BLANCH, 1992; CHIN, J. 
T et al, 1994; SHAW et al., 2001; PELEGRINE; GASPARETTO, 2005). Isso porque no pI a 
interação entre as proteínas e moléculas de água é reduzida e, como as forças eletrostáticas 
entre as moléculas de proteínas são mínimas, as interações proteína-proteína aumentam 
devido à predominância das interações hidrofóbicas. Em pH maiores ou menores que o pI, as 
proteínas são mais solúveis já que têm um excesso de cargas iguais na superfície resultando 
em repulsão entre elas e maior interação com a água. A maioria das proteínas possuem pI 
entre 3 e 6 (PELEGRINE; GASPARETTO, 2005). 
Para a maioria das proteínas, em temperaturas até 50°C, o comportamento da 
solubilidade é influenciado predominantemente pelo pH da solução, como é reportado no 
trabalho de Pelegrini e Gasparetto (2005). Porém, em temperaturas mais elevadas há um 
decréscimo na solubilidade, independentemente do pH, já que ocorre a desnaturação das 
proteínas. O aumento da temperatura desestabiliza as estruturas secundária e terciária das 
biomoléculas devido ao rompimento das ligações não-covalentes responsáveis por manter 
essas estruturas (principalmente as ligações de hidrogênio) (NELSON; COX, 2006) e, assim, 
expondo as regiões hidrofóbicas. Dessa forma, prevalecem as interações hidrofóbicas entre as 
biomoléculas reduzindo a sua solubilidade.  
No trabalho de Christopher et al. (1998), após analisarem a solubilidade de 30 
proteínas escolhidas randomicamente observaram que 86% destas proteínas apresentaram ter 
solubilidade dependente da temperatura. Dentro deste grupo, surpreendentemente, 50% das 
proteínas são menos solúveis em temperaturas mais elevadas. Ou seja, apresentam 
solubilidade retrógrada: uma redução na solubilidade em relação ao aumento da temperatura. 
A adição de sais em soluções proteicas pode produzir dois diferentes 
comportamentos na solubilidade (Figura 4). Em baixas concentrações, as moléculas de 
proteínas são envolvidas por íons de cargas opostas a sua carga líquida, resultando em uma 
diminuição das interações eletrostáticas entre as proteínas e aumentando a solubilidade, efeito 
chamado de salting-in (ARAKAWA; TIMASHEFF, 1985). Já em concentrações elevadas, os 
íons salinos competem com os grupos polares da proteína pelas moléculas de água, 
diminuindo a camada de hidratação e facilitando as interações entre as proteínas, 
principalmente por interações hidrofóbicas, reduzindo a solubilidade, efeito conhecido como 
salting-out. O efeito da adição de sal depende da hidrofobicidade da proteína: quanto menor a 
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quantidade de regiões hidrofóbicas na superfície das proteínas maior a tendência destas 
permanecer em solução (DORAN, 2013). 
 
Figura 4. Solubilidade da carboxihemoglobina em diferentes soluções salinas. 
 
Fonte: Adaptado de Arakawa; Timasheff (1985). 
 
Os efeitos de salting-in e salting-out são influenciados pelo tipo de sal. Em 1888, 
Hofmeister ordenou o efeito dos ânions na solubilidade das proteínas (Figura 5). 
Os ânions da esquerda da série são chamados de cosmotrópicos e interagem 
fortemente com as moléculas de água estabilizando as interações entre as biomoléculas. Já os 
ânions da direita são chamados de caotrópicos, têm fraca interação com as moléculas de água 
e promovem um aumento de entropia no sistema devido à redução da organização de 
moléculas de água ao redor da proteína, podendo expor regiões hidrofóbicas e causar 
desnaturação (ZHANG; CREMER, 2006). 
Cátions monovalentes como amônio, potássio e sódio tendem a diminuir a 
solubilidade diferentemente dos cátions bivalentes como magnésio, cálcio que tendem a 
aumentar a solubilidade (ARAKAWA; TIMASHEFF, 1984).  
A adição de solventes orgânicos também causa variações na solubilidade das 
proteínas devido, como é amplamente dito na literatura, à alteração na constante dielétrica do 
meio. Como se sabe, as cargas elétricas criam um campo elétrico no espaço que as cerca. A 
intensidade deste campo elétrico é afetada por uma propriedade do meio, a constante 
dielétrica, que pode ser definida como a propriedade do material em resistir a correntes 
 
 
28 
 
 
Figura 5. Série de Hofmeister. 
 
Fonte: ZHANG; CREMER, 2006. 
 
elétricas, ou seja, é a capacidade do solvente de isolar as cargas elétricas (HALLIDAY; 
RESNISCK, 2010). Dessa forma, ao adicionar solvente orgânico em uma solução aquosa, 
além de reduzir a constante dielétrica do meio, a densidade da camada de hidratação também 
é reduzida devido à redistribuição das moléculas de água e a parcial imobilização destas 
moléculas pelos grupos polares do solvente. Assim, os grupos carregados e polares da 
superfície das proteínas ficam disponíveis para a interação eletrostática entre si, ocasionando a 
redução da solubilidade (SCOPES, 1987). Neste caso, as interações hidrofóbicas entre as 
proteínas são reduzidas devido à solubilização dessas regiões pelo solvente. 
Outro parâmetro importante de um solvente no tocante a precipitação, além da 
constante dielétrica, é a polaridade. Basicamente, a polaridade das moléculas pode ser 
determinada pelo seu momento dipolo: uma propriedade relacionada à distribuição das cargas 
elétricas e que considera a eletronegatividade dos átomos e a geometria da molécula. O 
momento dipolo em moléculas apolares é nulo e em moléculas polares seu valor absoluto é 
maior que zero (SOLOMONS, 2000). Os grupos funcionais de solventes possuem grau de 
polaridade diferente, sendo os álcoois mais polares que as cetonas devido a seu alto poder de 
estabelecer ligações de hidrogênio. Porém, quanto maior a cadeia carbônica, mais 
significativa é a região apolar das moléculas (SOLOMONS, 2000). Em solventes orgânicos 
mais polares, há uma maior interação entre as moléculas de água e os grupos polares do 
solvente resultando em uma redução na densidade da camada de hidratação e, 
consequentemente, em uma maior interação eletrostática entre as proteínas.  
Na Tabela 1 apresenta-se algumas propriedades de alguns solventes dando 
destaque para os solventes utilizados neste trabalho: água, etanol e acetona. 
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Tabela 1. Propriedades de alguns solventes orgânicos. 
Solvente Fórmula química 
Temperatura de 
ebulição (°C)(a) 
Constante 
dielétrica(b) 
Momento 
dipolo (D)(c) 
Solventes apolares 
Pentano CH3-(CH2)3-CH3 36 1,84 0,00 
Ciclopentano C5H10 40 1,97 0,00 
Hexano CH3-(CH2)4-CH3 69 1,88 0,00 
Benzeno C6H6 80 2,30 0,00 
Tolueno C6H5-CH3 111 2,38 0,36 
Clorofórmio CHCl3 61 4,81 1,04 
Éter dietílico CH3-CH2-O-CH2-CH3 35 4,30 1,15 
Diclorometano CH2Cl2 40 9,10 1,60 
Solventes polares apróticos 
Acetato de etila CH3-C(=O)-O-CH2-CH3 77 6,02 1,78 
Acetona CH3-C(=O)-CH3 56 19,56 2,88 
Dimetilformiamida H-C(=O)N(CH3)2 153 38,00 3,82 
Acetonitrila CH3-C≡N 82 37,50 3,92 
Dimetrilsulfóxido  CH3-S(=O)-CH3 189 46,70 3,96 
Nitrometano CH3-NO2 100 35,87 3,56 
Carbonato de 
propileno 
C4H6O3 240 64,00 4,90 
Solventes polares próticos 
Ácido fórmico H-C(=O)OH 101 58,00 1,41 
n-Butanol CH3-(CH2)3-OH 118 18,00 
1,63 
Isopropanol  CH3-CH(-OH)-CH3 82 18,62 1,66 
n-Propanol CH3-CH2-CH2-OH 97 20,00 1,68 
Etanol CH3-CH2-OH 79 25,00 1,69 
Metanol CH3-OH 65 32,35 1,70 
Ácido acético CH3-C(=O)OH 118 6,20 1,74 
Água H-O-H 100 80,37 1,85 
Fonte: (a) REICHARDT; WELTON, 2011; (b) a 20°C: AKERLOF, 1932; (c) COVINGTON; 
DICKNSON, 1973. 
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Segundo Kumar e Awasthi (2009), a solubilidade de uma proteína em uma 
solução aquosa com solvente orgânico (S) pode ser determinada em relação a sua solubilidade 
em água (S0) pela Equação 2: 
 
log S log S0    
 0
 2
                                                                                                                 (2) 
 
em que D0 e D são as constantes dielétricas da água e da mistura água-solvente, 
respectivamente.  
 
2.2. Precipitação como operação unitária 
A precipitação de proteínas a partir de soluções aquosas representa uma das 
operações mais importantes em RPB, tanto em escala laboratorial com industrial (BELL; 
HOARE; DUNNILL, 1983). Proteínas podem ser precipitadas pela redução da solubilidade 
induzida, como já citado, pela mudança de pH ou temperatura, adição de sais ou de solventes 
orgânicos. 
A precipitação de proteínas feita pelo ajuste de pH é chamada de precipitação 
isoelétrica. Nessa técnica adicionam-se ácidos ou bases até que o pH do meio seja igual ao 
ponto isoelétrico da proteína. Como exemplo de processos industriais que utilizam etapas de 
precipitação isoelétrica pode-se citar o processo de purificação de insulina (MCGREGOR, 
1983) e de proteína de soja (PABBY; RIZVI; SASTRE, 2009). Essa técnica pode ser utilizada 
em conjunto com outras técnicas de precipitação para atingir um maior nível de recuperação. 
Uma desvantagem associada a este método é o volume de resíduos gerado que precisa ser 
neutralizado antes do seu descarte formando grandes quantidades de sal. O uso de eletrólitos 
voláteis, como dióxido de carbono, está sendo utilizado como alternativa aos ácidos 
convencionais (KHORSHID; HOSSAIN; FARID, 2007; TASHIMA et al.,2009).  
A precipitação por desnaturação térmica é adequada para a remoção de proteínas 
consideradas como impurezas. A formação de agregados insolúveis ocorre pela 
predominância das interações entre os grupos hidrofóbicos expostos devido ao 
desenovelamento da molécula proteica com o aumento da temperatura. Nessa técnica, a 
proteína de interesse deve ser termoestável na temperatura do processo (DONOVAN; 
MULVIHILL, 1987).  
A adição de sal em altas concentrações é um dos métodos mais utilizados para 
induzir a precipitação de proteínas e ,como já discutido, chamada de salting-out. O sal mais 
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utilizado nesta técnica é o sulfato de amônio, pois além de possuir uma posição favorável na 
série de Hofmeister com relação à efetividade de precipitação, também apresenta alta 
solubilidade em água, baixa densidade em solução e ausências de efeitos desnaturantes, além 
de prevenir o crescimento de bactérias (DEUTSCHER, 1990). Um inconveniente associado 
ao salting-out é a limitação ambiental já que uma elevada quantidade de resíduo salino é 
gerada e a remoção deste sal, tanto na fase sobrenadante quanto na fase precipitado, encarece 
o processo de purificação de proteínas. Uma alternativa a esses sais tradicionais é o uso de 
sais voláteis como bicarbonato de amônio, carbonato de amônio e carbamato de amônio. 
Esses sais em soluções aquosas coexistem nas formas iônicas e moleculares (CO2 e NH3) e, 
com o aumento da temperatura ou com a redução da pressão, as formas moleculares gasosas 
são removidas da solução devido à diminuição de suas solubilidades. Consequentemente, pelo 
deslocamento do equilíbrio químico, diminui-se também a concentração das formas iônicas 
em solução (WATANABE et al., 2010). 
Outro método de precipitação que se destaca é o uso de solventes orgânicos. 
Dentre os solventes orgânicos mais utilizados em precipitação de proteínas pode-se citar 
metanol, etanol, propanol e acetona. Nesta técnica, os custos para tratamento dos resíduos 
gerados não são tão onerosos quanto no salting-out. Os solventes orgânicos podem ser 
reciclados eficientemente por destilação (SCHUBERT; FINN, 1981).  
Uma aplicação clássica da precipitação por solventes orgânicos foi desenvolvida 
por Cohn et al. visando o fracionamento das proteínas do plasma sanguíneo utilizando etanol 
com o controle de cinco variáveis: concentração de proteínas e de etanol, força iônica, 
temperatura e pH. Este trabalho foi desenvolvido durante a Segunda Guerra Mundial em uma 
planta piloto na Universidade de Harvard (EUA) e tinha como objetivo principal purificar a 
albumina de soro humano para ser utilizada no tratamento clínico de militares (COHN et al., 
1946; SANDBERG, 1978). O processo de fracionamento do plasma sanguíneo vem sendo 
aprimorado com a aplicação e desenvolvimento de técnicas mais sofisticadas e eficientes, 
porém a base deste processo ainda é o método de Cohn com algumas variações. No trabalho 
de Mourea, Rendueles e Díaz (2003) as frações do plasma sanguíneo bovino foram separadas 
aplicando o método de Cohn com algumas modificações no tempo e na temperatura do 
processo e, em seguida, essas frações foram purificadas utilizando a cromatografia por troca 
iônica. Além do fato da eficiência deste método já ter sido comprovada, outra razão para esse 
processo ser utilizado depois de décadas é sua inocuidade e a relativa facilidade de assepsia, 
satisfazendo as exigências da FDA (Food and Drug Administration- EUA) (VAN OSS, 
1989).  
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Outro exemplo interessante sobre estudos relacionados à precipitação com 
solventes orgânicos é a investigação sobre o efeito da força iônica nestes processos. No 
trabalho de Crowell, Wall e Doucette (2013) foi analisada a eficiência da precipitação de dez 
proteínas com 80% (v/v) de acetona em dois sistemas diferentes: sem adição e com adição de 
sal (10 mmol/L de NaCl). Os resultados mostraram que nos sistemas com presença de sal, a 
eficiência do processo de precipitação foi tão elevada quanto no sistema na ausência de sal 
(quatro proteínas apresentaram recuperação em média de 96% em ambos sistemas) ou foi 
significativamente maior (a recuperação que era abaixo de 15% passou a ser acima de 79%). 
Esse estudo foi estendido para complexos proteômicos que apresentaram a mesma tendência 
das outras proteínas apesar da complexidade da mistura. A recuperação de proteínas a 80% de 
acetona aumentou de, aproximadamente, 11% para 87% com a presença de NaCl. A 
explicação para esta observação está no controle da solubilidade exercida pela estrutura da 
proteína. Crowell, Wall e Doucette (2013) observaram que as forças repulsivas entre as 
moléculas de proteínas prevaleciam devido à diferença entre o pH da solução e o pI destas. 
Ao adicionar sal na solução proteica, os íons do sal interagem com as cargas opostas da 
superfície da proteína neutralizando-as e reduzindo as interações eletrostáticas de repulsão 
entre as biomoléculas. Assim, ocorre a diminuição da solubilidade, melhorando a recuperação 
de proteínas no precipitado. 
Uma preocupação com a utilização de solventes orgânicos em precipitação é que 
esses solventes também interagem com os grupos hidrofóbicos do interior das proteínas 
causando alteração irreversível na conformação da proteína. Existem trabalhos na literatura 
que relatam a relação entre a precipitação de proteínas com a desnaturação causada pelos 
solventes. Schubert e Finn (1981) estudaram a precipitação da catalase utilizando metanol, 
etanol e propanol e analisaram a atividade não recuperada no precipitado. Observando a 
concentração de álcool em que se obteve 50% de desnaturação em função do número de 
carbono presente na cadeia linear do álcool, percebeu-se que essa relação é inversamente 
proporcional. Ou seja, quanto maior a cadeia linear do álcool, menor a sua concentração em 
que se atinge cerca de 50% de desnaturação da enzima. Esses resultados concordam com um 
estudo que é apresentado por Scopes (1987), em que foi analisado o efeito de desnaturação de 
diferentes álcoois na enzima gliceraldeído fosfatodesidrogenase e observaram que quanto 
maior a cadeia alifática, maior o poder desnaturante do álcool: a concentração de álcool que 
causou 50% de desnaturação na enzima diminuiu exatamente duas vezes para cada metil 
adicional do álcool. Dessa forma, a série de poder desnaturante dos álcoois segue na ordem 
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crescente: metanol < etanol < 1-propanol < 1-butanol < 1-pentanol. Neste estudo, a acetona 
apresentou o mesmo comportamento de desnaturação do etanol. 
A investigação sobre o efeito da constante dielétrica na precipitação de proteínas 
pode ser encontrada no trabalho de Askonas (1950), no qual estudou-se a precipitação de 
enzimas de músculo de coelho em relação ao solvente orgânico utilizado. Na faixa de 
concentração de solvente estudada (10 a 70% v/v), a solubilidade das proteínas foi maior em 
metanol quando comparado com etanol, propanol e acetona, nos quais o comportamento da 
solubilidade foi similar. A autora atribuiu essa diferença à alta constante dielétrica do 
metanol. Entretanto, a desnaturação das enzimas observada não foi proporcional ao 
comprimento da cadeia de carbonos: metanol provocou maior desnaturação do que o etanol, 
contrariamente ao relatado por Scopes (1987). A baixa eficiência do metanol em processos de 
precipitação também foi reportada no trabalho de Chen et al. (2005). A alta constante 
dielétrica do solvente resultou em menor recuperação de albumina de soro bovino em 
comparação com acetona e etanol.  
Fadel et al. (2014) estudaram a precipitação de proteínas produzidas pelo 
Aspergillus fumigates, em especial xilanases, utilizando como agentes precipitantes etanol e 
acetona. No processo com acetona obteve-se uma recuperação máxima de proteínas cerca de 
20% maior que comparado com o etanol, porém a recuperação máxima de xilanases foi cerca 
de 25% menor. Diante desses resultados encontrados por Fadel et al. (2014), pode-se inferir 
que estas xilanases possuem solubilidade maior em acetona do que em etanol, já as outras 
proteínas presentes na solução apresentam um comportamento geral diferente, a solubilidade 
é maior em etanol. Essa diferença entre a solubilidade das xilanases e das proteínas em 
diferentes solventes pode ser explorada objetivando purificar essa enzima.  
Uma aplicação interessante de precipitação objetivando não apenas para a 
concentração, mas também para a purificação de biomoléculas é o fracionamento de 
proteínas. Conhecendo bem o comportamento da solubilidade dos componentes do sistema 
sob diversas condições é possível determinar as variáveis em que se tem uma diferença 
suficientemente significativa na solubilidade que possa conduzir a uma separação satisfatória 
destes componentes. Geralmente, adiciona-se uma concentração de precipitante suficiente 
para precipitar os contaminantes menos solúveis. Após a separação dos contaminantes, a 
concentração de precipitante é aumentada para recuperar a proteína desejada no precipitado. 
Variações no pH, temperatura e força iônica podem ser usados para melhorar a purificação. 
Exemplos destas técnicas estão reportados no trabalho de Cohn et al. (1946), em que se 
desejava desenvolver um sistema de separação de proteínas e lipídeos de tecidos biológicos, 
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no trabalho de Cortez e Pessoa Jr (1999), em que se analisaram as melhores condições de 
separação da xilanase e β-xilosidase utilizando etanol, e no trabalho de Sommer et al. (2015), 
em que os autores exploraram a combinação de processos de precipitação utilizando 
polietilenoglicol, cloreto de cálcio, ácido caprílico e etanol para purificar anticorpos 
recombinantes. O objetivo do processo desenvolvido por Sommer et al. (2015) foi 
desenvolver um processo de precipitações sucessivas (que podem ser realizadas facilmente de 
modo contínuo) que possa substituir o processo descontínuo utilizado nas indústrias 
biofarmacêuticas que é constituído de sete a nove etapas (incluindo etapas de cromatografia). 
 
2.3. O conceito da solutividade 
O conceito de solutividade, inicialmente apresentado por Pinheiro et al. (2015), é 
discutido aqui especificamente para enzimas, mas estende-se sua aplicação para qualquer 
biomolécula com atividade biológica.  
Uma biomolécula pode estar presente em solução basicamente como três espécies: 
a) molécula ativa, b) molécula desnaturada reversível ou irreversivelmente e c) molécula 
inibida reversível ou irreversivelmente. Essas espécies podem apresentar solubilidades 
diferentes.  
Considerando o caso hipotético de que esta biomolécula esteja presente apenas na 
sua forma ativa e que alguma alteração na condição no sistema conduz à redução da 
solubilidade desta sem que haja qualquer perda de atividade, formar-se-á uma fase sólida de 
massa correspondente ao excesso de concentração desta biomolécula em relação à sua 
solubilidade. A solubilidade e a supersaturação seriam os parâmetros suficientes para 
definição da recuperação, como em qualquer precipitação. Mas neste caso idealizado pode-se 
utilizar a atividade para este mesmo fim, pois a atividade da solução seria diretamente 
proporcional à concentração da biomolécula. A atividade que permaneceria em solução, não 
precipitada, é a que se definiu como solutividade (fusão das palavras solubilidade e 
atividade), Stv. 
Porém, durante o processo de precipitação, é comum se verificar a desnaturação 
de moléculas ativas com perda da atividade, que pode ocorrer por diversas razões como, por 
exemplo, pela alteração no pH e temperatura, pela concentração e tipo de agente precipitante 
e pelo processamento em si: exposição a superfícies hidrofóbicas, cisalhamento decorrente de 
agitação, bombeamento, etc. Outro fenômeno que pode ser considerado em processos de 
precipitação é a possibilidade de ativação de moléculas antes inibidas, caso o inibidor não 
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precipite junto com a enzima, e de renovelamento de moléculas desnaturadas para a forma 
ativa se as condições forem propícias. Assim, balanços globais de atividade em precipitação 
podem não ser atingir 100%, mesmo considerando-se o erro experimental.  
Dessa forma, segundo Pessoa Filho (2015) a solutividade pode ser equacionada 
levando em consideração a possibilidade de desnaturação pela Equação 3: 
 
 tv   1-    α   β                                                                                             (3)
    
em que   é a fração de moléculas de enzima que sofrem desnaturação durante a operação de 
precipitação (que é, portanto, função das condições do processo), α é a fração de moléculas 
que está ativa na condição do ensaio de atividade (que é função do pH e da temperatura em 
que o ensaio é realizado), β é uma constante de proporcionalidade (que relaciona a taxa de 
conversão do substrato, medida em unidades arbitrárias, à concentração de moléculas ativas), 
e S é a solubilidade da enzima. Na Equação 3, considera-se que a atividade enzimática não 
altera a solubilidade da molécula, ou seja, tanto a enzima na sua forma ativa quanto na forma 
desnaturada, inativa, têm a mesma solubilidade. Por esse equacionamento, a atividade 
enzimática do sobrenadante de uma operação de precipitação será proporcional a solubilidade 
da proteína. 
Na prática, medir atividade em sobrenadantes de precipitação nem sempre é 
factível uma vez que esta fase é desnaturante, pois é rica no agente de precipitação (solventes 
orgânicos, por exemplo) ou contém a biomolécula alvo em baixas concentrações. Assim, 
considerando que a perda de atividade que ocorre em um determinado sistema em condições 
específicas é constante, a diferença entre a atividade da solução original e a atividade 
recuperada no precipitado equivale à atividade original não precipitada (a solutividade), 
mesmo que tenha ocorrido desnaturação ou inibição, renaturação ou ativação. Assim, a 
solutividade, mesmo que medida de maneira indireta, permite predizer a recuperação de 
enzimas ativas.  
Em resumo, a solutividade seria definida para uma biomolécula como a atividade 
residual não precipitada, similar à solubilidade que é a concentração de substância não 
precipitada.  
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2.4. Lisozima 
A lisozima (EC 3.2.1.17) é um polipeptídio de cadeia simples constituída de 129 
aminoácidos reticulada com quatro pontes dissulfeto (JOLLES, 1969). Esta enzima é 
encontrada em grandes quantidades em ovos de pássaros, pois desempenham um importante 
papel na defesa do embrião contra infecções bacterianas. Devido a sua habilidade de 
hidrolisar as ligações glicosídicas de oligossacarídeos da parede celular de certas bactérias, 
esta enzima pode causar a lise destes microrganismos, o que é utilizado como base para um 
método analítico de sua atividade (SMITH et al, 1985). A lisozima também é encontrada na 
lágrima, secreção nasal, saliva, baço e leucócitos e muito usada como aditivo conservante nas 
indústrias alimentícia e farmacêutica (SU; CHIANG, 2006). 
A lisozima utilizada nesse trabalho é proveniente de clara de ovo de galinha e 
apresenta massa molecular de cerca de 14,3 kDa. A enzima é mais ativa entre pH 6,0 e 9,0, 
com pH ótimo de 6,2 e pI aproximadamente igual a 11,35 segundo o fornecedor (Sigma, 
EUA). 
 
2.5. Celulases e xilanases 
As proteínas estudadas neste trabalho foram provenientes do complexo enzimático 
produzido pelo fungo Trichoderma harzianum. Segundo o trabalho de Delabona et al. (2012), 
o T. harzianum expressa quantidade significativas de glicosil hidrolases tais como celulases e 
xilanases. 
As celulases consistem em três principais tipos de enzimas: as endoglucanase (EC 
3.2.1.4), exoglucanase (EC 3.2.1.91) e β-glicosidases (EC 3.2.1.21). A ação conjunta dessas 
três enzimas é responsável pela hidrólise dos polímeros de celulose em glicose (Figura 6). As 
endoglucanases agem nas ligações β-1,4-glicosídicas internas dos polímeros de celulose 
liberando celo-oligossacarídeos, que possuem menor grau de polimerização, e algumas 
unidades de glicose. Já as exoglucanases hidrolisam as ligações β-1,4-glicosídicas situadas 
nos terminais das moléculas resultando em unidades de glicose livre e celobiose, um 
dissacarídeo que, por fim, é hidrolisado pelas β-glicosidases liberando unidades de glicose 
(KARMAKAR; RAY, 2011). 
Thrane et al. (1997) estudaram as celulases produzidas pelo Trichoderma 
harzianum T3 e identificaram uma endoglucanase que possui massa molecular de 17 kDa e pI 
5,0 e duas exoglucanase que possuem massa molecular de 40 e 45 kDa e pI 6,4 e 7,6, 
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respectivamente. A β-glicosidase produzida pelo T. harzianum C4 apresenta massa molecular 
75 kDa e pI em torno de 6,5 (YUN et al., 2001).  
 
Figura 6. Mecanismo de atuação das enzimas celulases. 
 
Fonte: KARMAKAR; RAY, 2011.  
 
As xilanases representam um grupo de enzimas responsáveis por hidrolisar o 
polímero xilana em unidades de xilose. Como representado na Figura 7, as endo-1,4-β-
xilanases (EC 3.2.1.8) clivam a cadeia central da xilana liberando xilo-oligossacarídeos que 
sofrem a hidrólise nos seus terminais não redutores pelas β-xilosidases (EC 3.2.1.37) 
liberando unidades de xilose. As cadeias laterais da xilana são hidrolisadas pelas α-L-
arabinofuranosidases, α-D-glucuronidases, acetilxilano esterases, ácido ferúlico esterases e 
ácido p-coumárico esterases (MOTTA et al. 2013). 
Wong et al. (1986) identificaram três endoxilanases produzidas pelo Trichoderma 
harzianum E58 com massa molecular de 20, 22 e 29 kDa e pI 9,4, 8,5 e 9,5, respectivamente. 
As celulases e xilanases possuem diversas aplicações industriais: na indústria de papel são 
utilizadas para branquear a polpa, já que com a hidrólise da celulose e hemicelulose, a lignina, 
responsável pela cor amarelada da polpa, é mais facilmente removida, o que também resulta 
na redução da aspereza do produto final. Nas vinícolas, essas enzimas melhoram a qualidade 
do vinho, facilitam o processo de maceração e filtração e, em especial as β-glicosidases, que 
melhoram o aroma do produto, pois facilitam a extração de substâncias aromatizantes da 
casca da uva. Incorporadas na ração animal, as celulases e xilanases melhoram a 
digestibilidade e, consequentemente, o valor nutricional. Essas enzimas também possuem uma 
Endoglucanase 
Exoglucanase 
β-glicosidase 
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importante aplicação no processo de produção do etanol de segunda geração: são empregadas 
na hidrólise enzimática das celuloses e hemiceluloses presentes na biomassa lignocelulósica. 
Durante a hidrólise, esses polímeros são fragmentados em açúcares fermentáveis, glicose e 
xilose, que podem ser convertidos em etanol por um processo de fermentação (SHARADA et 
al., 2014; MOTTA et al., 2013). 
 
Figura 7. Atuação das enzimas na hidrólise da xilana. 
 
 
Fonte: Adaptado de MOTTA et al. (2013). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
39 
 
 
 
 
 
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1. Materiais 
3.1.1. Caldo fermentado do T. harzianum 
O caldo fermentado do Trichoderma harzianum P49P11 foi produzido segundo 
Delabona e colaboradores (2012) utilizando, como fonte de carbono e de nutrientes, bagaço 
de cana explodido e deslignificado e sacarose na proporção de 3:1. Este fermentado foi 
fornecido pelo Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol (Campinas, 
Brasil). Logo após término do cultivo, as células foram retiradas por centrifugação a 6600 g 
por 20 min. A fase sobrenadante foi aliquotada em frascos com volumes aproximados de 1L e 
estocados a -20°C. De acordo com o uso, os frascos eram descongelados e o material 
aliquotado em frascos tipo Falcon de 15 mL que também foram mantidos congelados. Estes 
eram descongelados apenas antes do seu uso nos ensaios de precipitação e centrifugados a 
12000 g por 15 min. O pH do fermentado era 5,5 e não foi alterado para realizar os ensaios. 
 
3.1.2. Reagentes químicos 
A lisozima utilizada foi de clara de ovo de galinha com pureza maior ou igual a 
90% (Sigma, EUA). Os solventes orgânicos utilizados como agentes precipitantes foram 
etanol P.A. 99,5% (Synth, Brasil) e acetona P.A. 99,5% (LS Chemicals, Brasil). Como 
substratos para a determinação das atividades enzimáticas da lisozima, celulase, xilanase, e β-
glicosidase utilizou-se, respectivamente, Micrococcus lysodeikticus (Sigma, EUA), papel 
filtro Whatman n°.1 (Reino Unido), xilana de beechwood com pureza maior ou igual a 90% 
(Sigma, EUA) e p-nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (p-NPG) com pureza maior ou igual a 99% 
(Sigma, EUA). 
 
3.2. Equipamentos 
Durante os ensaios de precipitação, a temperatura do reator de precipitação foi 
mantida a 5,0°C por um banho termostático Tecnal TE-2000 (Brasil). A adição do solvente 
orgânico na solução proteica foi feita por uma bomba dosadora Dosimat 665 da Metrohm 
(Suíça). A agitação nos ensaios de precipitação foi mantida por um agitador mecânico modelo 
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RW 20 da Ika (Alemanha). Na separação das fases precipitado e sobrenadante foi utilizada 
centrífuga refrigerada 5804 R da Eppendorf (Alemanha). Para a determinação da 
concentração de proteínas e atividade enzimática da lisozima, celulase e xilanase utilizou-se 
um espectrofotômetro visível modelo Q898DRM da Quimis (Brasil) e para a determinação da 
atividade enzimática da β-glicosidase utilizou um espectrofotômetro de microplacas modelo 
ELx 808 da Biotek (EUA). 
 
3.3. Sistema de precipitação em tanque agitado 
Os ensaios de precipitação foram realizados em tanques de vidros encamisados, 
com diâmetro de 40 mm e altura 100 mm (Figura 8). A esse tanque foi acoplado um banho 
termostatizado que mantinha a temperatura a 5,0°C. Durante a adição do solvente orgânico e 
o tempo de envelhecimento, a solução foi mantida sob agitação, através de um agitador 
mecânico com impelidor tipo pás inclinadas (25x7 mm) a uma velocidade de 120 rpm. O 
impelidor era posicionado de forma a manter uma distância do fundo do tanque de um terço 
da altura da mistura. A adição do solvente orgânico na solução proteica foi feita por uma 
bomba dosadora a uma taxa de 2,0 mL/min. Porém, antes de ser gotejado no reator, o solvente 
era resfriado passando por uma serpentina de cobre imersa em banho de sal e gelo a -16,0°C. 
A temperatura do solvente no momento da sua adição no tanque era 5,0°C. 
 
Figura 8. Ilustração do sistema de precipitação. 
 
 
 
Água a 5,0°C 
Reservatório 
de solvente 
Bomba injetora 
Sistema de 
resfriamento 
Tanque agitado 
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3.4. Protocolos de experimentos 
3.4.1. Ensaios de precipitação da lisozima 
Os ensaios de precipitação da lisozima foram realizados em tubos Falcon de 15 
mL com 3,0 mL de solução enzimática preparada nas concentrações de 5,0, 15,0 e 25,0 
mg/mL de tampão fosfato de potássio 66,0 mmol/L pH 6,2. Nesses ensaios, o solvente 
orgânico (mantido em banho de etanol e gelo a -7°C) foi adicionado na solução proteica a 
uma taxa aproximada de 2,0 mL/min com o uso de uma pipeta. As concentrações finais de 
etanol foram de 40,0, 45,0 e 50,0% (v/v), já as concentrações finais de acetona foram de 35,0, 
40,0, 45,0% (v/v). Após a adição do solvente orgânico, os tubos foram mantidos em banho 
termostatizado a 5,0 °C por 60 min. Em seguida, as suspensões foram centrifugadas a 12500 g 
por 30 min para separação das fases densas e sobrenadante que tiveram seu conteúdo proteico 
e atividade enzimática analisados. Para a dissolução do precipitado e para diluições utilizou-se 
tampão fosfato de potássio 66,0 mmol/L pH 6,2. 
 
3.4.2. Produção do fermentado enriquecido 
Para obter soluções enzimáticas com diferentes concentrações proteicas 
concentrou-se o caldo fermentado do T. harzianum com as proteínas precipitadas do próprio 
caldo (cerca de 2 e 3 vezes). A precipitação ocorreu em becker de 4,0 L que foram mantidos 
em banho de água e gelo a temperatura de 5,0°C. O etanol a -7°C foi adicionado na solução 
proteica até a concentração final de 85,0% (v/v). O volume de solução proteica utilizado foi 
baseado em uma recuperação de 90% de proteínas totais (dado obtido previamente). A 
solução foi mantida sob agitação realizada por um agitador mecânico com impelidor tipo pás 
inclinadas a uma velocidade de 300 rpm. Após 60 min de envelhecimento, a suspensão foi 
centrifugada a 12500 g por 20 min. A fase sobrenadante foi descartada e a fase precipitada foi 
dissolvida em volume pré-determinados de caldo fermentado, de acordo com o fator de 
concentração desejado.  
 
3.4.3. Precipitação do complexo enzimático do T. harzianum 
Nestes ensaios, utilizou-se o sistema de precipitação descrito no item 2.3. Um 
volume fixo de fermentado (13,5 mL) foi adicionado no tanque de vidro encamisado mantido 
a 5,0°C por um banho termostatizado. A precipitação foi induzida pela adição de um volume 
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específico de solvente orgânico a 5,0°C. Durante a adição do solvente e do tempo de 
envelhecimento, a solução foi mantida sob agitação. Após um tempo de envelhecimento pré-
determinado, retirou-se amostras de 5,0 mL em triplicatas as quais foram centrifugadas a 
12500 g por 20 min para separação das fases densas e sobrenadante que tiveram seu conteúdo 
proteico e atividade enzimática analisados. Foram realizadas três bateladas de precipitação 
para cada concentração de solvente orgânico. 
 
3.4.4. Determinação da solubilidade e solutividade 
Os valores de solubilidade e solutividade foram obtidos indiretamente com base 
na concentração de proteínas e na atividade enzimática recuperadas no precipitado, 
respectivamente. Dessa forma, as inferências da solubilidade relativa SR (solubilidade baseada 
no volume da solução proteica na alimentação, por isso denominada relativa) e da 
solutividade (Stv) foram obtidas pela diferença entre a massa de proteínas e atividade 
enzimática na alimentação e os respectivos valores referentes ao precipitado dissolvido 
dividida ao volume da solução proteica na alimentação (Equações 4 e 5) 
 
   
P0 0   
 bat
 amostra
   Pppt ppt 
 0
                                                                                                            (4) 
 
Stv  
A0 0   
 bat
 amostra
   Appt ppt 
  
                                                                                             (5) 
 
em que P0 e A0 representam a concentração de proteína e atividade enzimática da solução 
proteica de alimentação; Pppt e Appt representam a concentração de proteína e atividade 
enzimática no precipitado da amostra;  bat é o volume total da batelada;  amostra é o volume 
da amostra;  ppt é o volume do precipitado da amostra dissolvido; e    volume da solução 
proteica de alimentação.  
 
3.4.5. Determinação do coeficiente de distribuição 
Para obter o coeficiente de distribuição (Equação 1) é necessário calcular a 
concentração de proteína por massa de líquido da fase sobrenadante (Cs) e na fase precipitado 
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(Cp). Dessa forma, após os ensaios de precipitação (descritos no item 2.4.1 para lisozima e 
item 2.4.3 para o complexo proteico), as amostras foram centrifugadas a 12500 g por 20 min 
para obter a separação das fases. A massa de líquido na fase sobrenadante foi determinada 
pela diferença entre a massa total da solução e a massa de seu conteúdo proteico. Já a massa 
de líquido na fase precipitado foi determinada pela diferença de massa do precipitado após a 
liofilização destes a -20 
o
C por 24 h.  
 
3.5. Metodologias analíticas 
3.5.1. Determinação da concentração de proteínas 
A concentração de proteína foi determinada pelo método proposto por Bradford 
(1976). Albumina de soro bovino foi utilizada como proteína padrão para as análises do 
complexo proteico do T. harzianum, já para as análises de lisozima, a proteína padrão foi a 
própria lisozima. Nas medições feitas em fases sobrenadantes, as amostras foram previamente 
diluídas de modo que a concentração de solvente orgânico não ultrapassasse o valor tolerado 
pelo método, 10% (v/v).  
 
3.5.2. Determinação da atividade enzimática da lisozima 
O método utilizado para determinar a atividade da lisozima foi adaptado do 
método proposto por Shugar (1952) que se baseia na taxa de degradação das células de 
Micrococcus lysodeikticus medida através da variação da absorbância a 450 nm com o tempo. 
Para a realização do ensaio, adicionou-se em uma cubeta de quartzo 2500 µL de suspensão do 
microorganismo 0,015% (m/v) e 100 µL de solução enzimática, ambas preparadas em tampão 
fosfato de potássio 66,0 mmol/L pH 6,2. A mistura foi imediatamente agitada por inversão e 
registrou-se, a 25 °C, a absorbância a 450 nm durante 5 min através de um espectrofotômetro 
acoplado a um banho termostatizado para manter a mistura reacional a 25,0°C.  
Por definição, uma unidade de lisozima produz uma variação na absorbância a 
450 nm de 0,001 por minuto a pH 6,2 e a 25°C. A atividade enzimática da lisozima, expressa 
em unidades por mililitro, pode ser calculada pela Equação 6. 
 
Atividade enzimática ( /mL)  
   A450 amostra   A450 branco  /t    
0,001  A
                                 (6) 
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em que   A450 amostra -  A450 branco  /t) é a inclinação da curva da absorbância a 450 nm 
em função do tempo (descontando-se a diferença entre a inclinação para a amostra analisada e 
para seu branco); D é o fator de diluição;  A é o volume de solução enzimática adicionado na 
reação (100 µL); 0,001 é a variação da absorbância a 450 nm por definição de unidade de 
atividade. O branco consistia em substituir o volume de solução enzimática na mistura 
reacional por mesmo volume de tampão fosfato de potássio 66 mmol/L pH 6,24. 
 
3.5.3. Determinação da atividade enzimática das celulases 
O método utilizado para a determinação da atividade celulásica foi adaptado do 
método proposto por Ghose (1987) em que a atividade da celulase é obtida em termos de FPU 
(filter-paper units) por mililitro da solução enzimática. Neste método, adicionava-se 500 µL 
da solução enzimática em 50 mg de papel filtro n°1 Whatman e 1000 µL de tampão citrato de 
sódio 50,0 mmol/L pH 4,8. A mistura reacional era mantida a 50,0°C por 60 min. A atividade 
enzimática era baseada na quantidade de açúcares redutores liberados durante a reação que era 
determinada através do método conhecido como DNS proposto por Miller (1959). Neste 
método adicionava-se 250 µL de amostra reacional em 250 µL de solução de ácido 3,5-
dinitrosalicílico (DNS). Em seguida, essa mistura era imersa em água fervente por 5,0 min e 
depois em banho de gelo por mais 5,0 min e completava-se o volume de 3750 µL com água 
deionizada. Através da medida de absorbância a 540 nm, foi possível determinar a quantidade 
de glicose liberada na reação enzimática. 
A unidade enzimática FPU é baseada na concentração de enzima que libera 2,0 
mg de açúcar redutor a partir de 50,0 mg de papel filtro nas condições do ensaio. Dessa 
forma, para calcular a atividade enzimática é necessário determinar experimentalmente a 
concentração de enzima que libera exatamente 2,0 mg de glicose. Porém, para soluções de 
celulases não diluídas que liberam menos que 2,0 mg de glicose durante a reação enzimática 
(como no caso do complexo enzimático utilizado neste trabalho), a atividade desta enzima, 
em FPU, pode ser calculada pela seguinte equação: 
 
Atividade enzimática          
massa de glicose liberada     
(0,18 mg glicose/  mol)   (0,5mL enzima)   (60 min)
       (7) 
 
em que a massa de glicose liberada é obtida por uma curva padrão determinada pelo método 
DNS.  
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3.5.4. Determinação da atividade enzimática das xilanases 
A atividade enzimática da xilanase foi determinada baseando-se no método 
proposto por Poutanen e Puls (1988). Como substrato utilizou-se solução de xilana de 
beechwood 2% (m/v). Para realizar a reação enzimática, acrescentou-se 200 µL da amostra 
enzimática em 2000 µL de solução de xilana, ambas preparadas em tampão acetato de sódio 
0,1 mol/L pH 5,0. A reação foi conduzida em 50,0°C por 60,0 min. A concentração de 
açúcares redutores liberada durante a reação foi determinada utilizando o método DNS 
proposto por Miller (1959). A atividade enzimática foi expressa em unidades internacionais 
por mililitro, representando a quantidade de xilose (em µmol) liberada por minuto por um 
mililitro de solução enzimática calculada pela seguinte expressão: 
 
Atividade enzimática (  /mL)  
   CA     
t   A
                                                                       (8) 
 
em que   é o fator de diluição, CA  é a concentração de açúcares redutores (µmol/mL),     
é o volume total da mistura reacional (2,20 mL), t é o tempo de reação em minutos (60 min) e 
 A é o volume da amostra de solução enzimática (0,20 mL).  
 
3.5.5. Determinação da atividade enzimática da β-glicosidase 
A atividade da β-glicosidase foi determinada adaptando o método utilizado por 
Deshpande et al. (1984). Em microplacas de 96 poços, adicionou-se 20 µL de solução 
enzimática em 80 µL de solução p-NPG a 1 mmol/L, ambas preparadas em tampão citrato de 
sódio 50,0 mmol/L pH 4,8. A mistura foi incubada a uma temperatura de 50,0°C por 30,0 
min. A reação foi interrompida pela adição de 100 µL de carbonato de sódio 1 mol/L e a 
absorbância a 400 nm foi medida em um espectrofotômetro de microplacas. Uma unidade de 
atividade de β-glicosidase representa a quantidade de p-NP (em µmol) liberada por minuto 
por um mililitro de solução enzimática. A Equação 9 é usada para calcular a atividade desta 
enzima em unidades internacionais por mililitro. 
 
Atividade enzimática (  /mL)  
    CpNP      
t   A
                                                                    (9) 
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em que   é o fator de diluição, CpNP é a concentração de p-NP (µmol/mL) obtida através de 
uma curva padrão,     é o volume total da mistura reacional (120 µL), t é o tempo de reação 
em min (30 min) e  A é o volume da amostra enzimática (20 µL).  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
4.1. Estudos da solubilidade e solutividade em precipitação com proteína de alta 
pureza: lisozima 
Este estudo teve como objetivo investigar os parâmetros solubilidade e 
solutividade em um sistema simples: solução de enzima de alta pureza. 
Nas Tabelas 2 e 3 apresentam-se as recuperações e balanços de massa e de 
atividade para a precipitação de lisozima utilizando o etanol e acetona, respectivamente. 
Deve-se destacar a recuperação total da atividade enzimática indicando a alta estabilidade 
desta enzima em soluções aquosas com altas concentrações de solventes orgânicos. Verifica-
se a linearidade entre a recuperação existente de proteína e de atividade enzimática (Figura 9 e 
10), como esperado já que recuperou-se toda a atividade enzimática.  
Observa-se que a acetona é melhor agente precipitante do que o etanol, como 
esperado, já que possui constante dielétrica menor (19,56 e 25,00 a 20ºC, respectivamente) 
(Tabela 1). A uma concentração de 45,0% (v/v) de solvente orgânico, para qualquer 
concentração incial de proteína, em soluções aquosas de etanol recupera-se em média cerca de 
61% de proteína, em comparação com recuperação de cerca de 90% de proteína em soluções 
aquosas de acetona. Porém, nesta concentração de solvente orgânico, apesar da constante 
dielétrica do sistema com acetona ser menor, não possui uma diferença tão significativa em 
relação ao sistema com etanol (Tabela 4). Assim, como discutido no item 2.1.2, essa diferença 
entre as recuperações, além de ser consequência da diferença entre as constantes dielétricas 
das soluções, é também intensificada pela diferença de polaridade entre os solvente: o etanol é 
mais polar que a acetona. Dessa forma, em soluções aquosas de etanol, a densidade da 
camada de hidratação é menor favorecendo as interações eletrostáticas entre as moléculas de 
proteína. Como a precipitação da lisozima ocorreu em pH 6,2, esta proteína estava carregada 
positivamente já que seu pI é em torno de 11,4. Portanto, pode ter ocorrido uma 
predominância das interações de repulsão favorecendo a solubilidade. 
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Tabela 2. Efeito da concentração inicial de proteína na precipitação de lisozima com etanol: balanços de massa e atividade enzimática
(1)
. 
Massa de 
proteína inicial 
(mg)
(2)
 
Massa de 
proteína no 
precipitado 
(mg) 
Massa de 
proteína no 
sobrenadante 
(mg) 
Recuperação 
de proteína 
global (%) 
Atividade 
enzimática 
inicial  
x 10
-3
(UI) 
Atividade 
enzimática no 
precipitado  
x 10
-3
(UI) 
Atividade 
enzimática no 
sobrenadante 
x 10
-3
(UI) 
Recuperação 
de atividade 
enzimática 
global (%) 
Concentração de etanol: 40,0% (v/v) 
4,8 1,1 4,2 109 ± 1 157,1 34,6 140,4 111 ± 2 
15,0 7,9 8,5 109 ± 3 475,3 240,7 276,1 108 ± 5 
26,2 7,6 18,8 100 ± 5 792,9 219,3 618,9 105 ± 5 
Concentração de etanol: 45,0% (v/v) 
4,9 3,1 2,1 104 ± 2 165,5 93,3 57,4 91 ± 2 
15,1 9,5 6,3 104 ± 2 487,1 278,3 230,6 104 ± 5 
26,1 14,9 12,5 105 ± 3 798,4 422,9 398,1 102 ± 4 
Concentração de etanol: 50,0% (v/v) 
4,8 3,8 1,0 100 ± 3 157,1 128,8 29,7 100 ± 3 
14,9 13,4 2,2 104 ± 4 475,4 398,6 74,3 99 ± 6 
26,5 21,4 5,7 102 ± 2 816,3 636,6 194,6 101 ± 7 
(1)
 Resultados médios de precipitações em triplicata. 
(2)
 Em 5,0 mL de solução de enzima.  
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Tabela 3. Efeito da concentração inicial de proteína na precipitação de lisozima com acetona: balanços de massa e atividade enzimática
(1)
. 
Massa de 
proteína inicial 
(mg)
(2)
 
Massa de 
proteína no 
precipitado 
(mg) 
Massa de 
proteína no 
sobrenadante 
(mg) 
Recuperação 
de proteína 
global (%) 
Atividade 
enzimática 
inicial x 10
-3 
(UI) 
Atividade 
enzimática no 
precipitado x 
10
-3 
(UI) 
Atividade 
enzimática no 
sobrenadante 
x 10
-3 
(UI) 
Recuperação 
de atividade 
enzimática 
global (%) 
Concentração de acetona: 35,0% (v/v) 
6,5 0,2 6,7 105 ± 4 195,9 3,9 192,6 100 ± 1 
15,4 0,4 15,2 101 ± 1 411,5 12,4 415,7 104 ± 2 
23,9 0,4 23,2 99 ± 1 801,2 14,1 789,6 99 ± 1 
Concentração de acetona: 40,0% (v/v) 
6,5 2,8 3,7 99 ± 2 195,9 85,7 108,4 99 ± 2 
15,4 9,3 6,8 104 ± 4 411,5 235,8 189,0 103 ± 2 
23,9 12,2 11,8 101 ± 3 801,2 406,1 411,6 102 ± 5 
Concentração de acetona: 45,0% (v/v) 
6,5 5,9 0,7 101 ± 1 195,9 183,7 22,9 105 ± 3 
15,4 14,1 1,6 102 ± 2 411,5 360,8 36,9 97 ± 2 
23,9 21,3 2,2 98 ± 1 801,2 721,2 108,4 104 ± 3 
(1)
 Resultados médios de precipitações em triplicata. 
(2)
 Em 5,0 mL de solução de enzima.  
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Figura 9. Relação entre a recuperação de proteínas e de atividade enzimática no precipitado 
em soluções aquosas de etanol para três diferentes concentrações iniciais de proteína: (○) 4,8 
± 0,1, (Δ) 15,0 ± 0,1 e (□) 26,3 ± 0,2 mg/mL. Coeficiente angular da reta: 0,961 e fator de 
correlação linear: 0,985. 
 
 
 
 
Figura 10. Relação entre a recuperação de proteínas e de atividade enzimática no precipitado 
em soluções aquosas de acetona para três diferentes concentrações iniciais de proteína: (○) 6,5 
± 0,1, (Δ) 15,4 ± 0,5 e (□) 23,9 ± 0,3 mg/mL. Coeficiente angular da reta: 0,996 e fator de 
correlação linear: 0,997. 
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Tabela 4. Constante dielétrica de soluções aquosas de etanol e acetona obtidas na 
precipitação da lisozima. 
Concentração de solvente 
orgânico (%v/v) 
Constante dielétrica a 20°C 
Etanol Acetona 
35* 59,56 59,24 
40* 56,49 56,00 
45* 53,44 52,76 
50* 50,38 49,52 
Fonte: AKERLOF, 1932. *Valores calculados pela autora por interpolação. 
 
As curvas de solubilidade da lisozima em função da concentração inicial de 
proteína e de solutividade em função da atividade enzimática inicial para diferentes soluções 
aquosas de etanol e de acetona estão representadas nas Figuras 11 e 12, respectivamente. 
Observa-se que a solubilidade, além de ser dependente da concentração de solvente orgânico, 
também é dependente da concentração inicial de proteína. Este comportamento foi 
identificado por Shih et al. (1992) para diversas proteínas na precipitação com sais. No 
entanto, estes autores não verificaram para lisozima esta dependência observada aqui na 
precipitação com solventes orgânicos.  
Outra observação pertinente é que a solutividade da lisozima em função da 
atividade enzimática inicial apresenta comportamento semelhante ao da solubilidade em 
função da concentração inicial de proteína (Figuras 11b e 12b) e, como esperado, esses 
parâmetros se relacionam linearmente (Figuras 13 e 14). 
Segundo Boistelle e Asterier (1988), sistemas com maior grau de supersaturação 
apresentam uma taxa de nucleação maior, o que favorece o surgimento de uma quantidade 
maior de núcleos resultando na formação de uma fase amorfa ou menos cristalina. Como já 
mencionado, sabe-se que a solubilidade de precipitados amorfos é maior do que a de cristais. 
Dessa forma, pode-se supor que, para uma mesma concentração de solvente orgânico, ao 
aumentar o grau de supersaturação do sistema devido ao aumento da concentração inicial de 
proteínas, a fase densa formada pode se tornar amorfa ou menos cristalina em relação as fases 
densas formadas no sistema quando este possui um menor grau de supersaturação. Portanto, 
como observado nas Figuras 11 e 12, o aumento da concentração inicial de proteínas levaria a 
formação de um sistema com solubilidade maior. 
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Figura 11. Curvas de solubilidade em função da concentração inicial de proteínas (a) e 
solutividade em função da atividade enzimática inicial (b) da lisozima em três diferentes 
concentrações de etanol: 40,0% (□), 45,0% (○) e 50,0% (v/v) (Δ). As barras de erro são 
desvio padrão para triplicatas de precipitação. 
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Figura 12. Curvas de solubilidade em função da concentração inicial de proteínas (a) e 
solutividade em função da atividade enzimática inicial (b) da lisozima em três diferentes 
concentrações de acetona: 35,0% (□), 40,0% (○) e 45,0% (v/v) (Δ). As barras de erro são 
desvio padrão para triplicatas de precipitação. 
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Figura 13. Relação entre a solubilidade e solutividade da lisozima em soluções aquosas de 
etanol para três diferentes concentrações iniciais de proteína: 4,8 ± 0,1 (○), 15,0 ± 0,1 (Δ) e 
26,3 ± 0,2 mg/mL (□). Coeficiente angular da reta: 32,302 e fator de correlação linear: 0,990. 
 
 
 
 
Figura 14. Relação entre a solubilidade e solutividade da lisozima em soluções aquosas de 
acetona para três diferentes concentrações iniciais de proteína: 6,5 ± 0,1 (○), 15,4 ± 0,5 (Δ) e 
23,9 ± 0,3 mg/mL (□). Coeficiente angular da reta: 31,665 e fator de correlação linear: 0,981. 
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O maior efeito precipitante da acetona, como já discutido anteriormente, é melhor 
representado pela Figura 15 em que é possível observar que, para uma mesma concentração 
de solvente, a solubilidade é maior em sistemas com etanol comparado a sistemas com 
acetona.  
 
Figura 15. Comparação entre as curvas de solubilidade (a) e solutividade (b) em sistemas 
com etanol (pontos preenchidos) e com acetona (pontos abertos) para as concentrações de 
solvente orgânico de 40,0% (□) e 45,0% (○). 
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4.2. Estudos da solubilidade e solutividade em precipitação de sistema complexo: 
caldo fermentado do Trichoderma harzianum 
4.2.1. Cinéticas de precipitação do complexo proteico do T. harzianum 
Esses estudos foram realizados com complexo enzimático do T. harzianum 
objetivando determinar o tempo necessário para alcançar o equilíbrio de fases e o tempo em 
que ocorre a desnaturação acentuada das enzimas e, assim, ter uma base para estipular o 
tempo de envelhecimento dos processos de precipitação subsequentes. Em tempos mais 
longos de precipitação poder-se-ia detectar maiores recuperações de proteína no precipitado já 
que a taxa de nucleação e crescimento do precipitado obedecem a cinéticas específicas. Mas a 
permanência das proteínas em altas concentrações de solventes orgânicos poderia resultar em 
desnaturação e, assim, a recuperação da atividade enzimática decairia com o tempo. Nesses 
estudos foram analisadas a concentração de proteínas totais e a atividade da xilanase na fase 
densa. As concentrações de etanol utilizadas foram 60,0; 65,0; 70,0; 75,0; 80,0; 85,0; e 90,0% 
(v/v). As amostras foram retiradas em intervalos de 3 h durante um período de 12 h, com 
exceção da cinética a 60,0% em que o tempo 60 min também foi analisado. Foram realizadas 
três bateladas de precipitação para cada concentração de etanol.   
O resultado das cinéticas de precipitação das proteínas totais do complexo 
enzimático do T. harzianum está representado na Figura 16.  
Para determinar o equilíbrio foi realizado um teste estatístico, o teste de Tukey 
com intervalo de confiança de 95% e nível de significância de 5%. A cinética de precipitação 
com 60,0% de etanol mostrou que o equilíbrio das proteínas totais é alcançado após 60 min de 
envelhecimento. Já o equilíbrio da atividade xilanásica, foi alcançado quase que 
imediatamente após o término da adição de etanol, com 1 min de envelhecimento (menor 
tempo de retirada de amostra). Para as demais concentrações de etanol, as recuperações de 
proteínas e de atividade xilanásica, estatisticamente, não apresentaram um aumento 
significativo a partir de 1 min de envelhecimento. Porém, para concentração de 85,0% de 
etanol observou-se uma desnaturação significativa das xilanases recuperadas no precipitado 
(de aproximadamente 23,2%) no tempo 720 min. Na concentração de 90,0% de etanol, a 
desnaturação das xilanases ocorreu logo nos 180 min de envelhecimento, quando as enzimas 
perderam cerca de 16,7% da sua atividade biológica. 
Dessa forma, 60 min foi considerado neste sistema um tempo de envelhecimento 
comum, que pode ser usado em qualquer concentração de etanol na faixa entre 60,0 e 90,0% 
(v/v), suficiente para atingir o equilíbrio do sistema, mas que não resulta em desnaturação. 
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Assim, foi estabelecido o tempo de envelhecimento de 60 min para os ensaios de precipitação 
subsequentes. Este tempo também foi utilizado nos ensaios de precipitação com acetona já 
que o poder desnaturante destes solventes orgânicos é semelhante (Scopes, 1987).  
 
 
Figura 16. Cinéticas de precipitação para as proteínas totais (○) e para atividade das xilanases 
(Δ) em concentrações de etanol de a) 60,0; b) 65,0; c) 70,0; d) 75,0; e) 80,0; f) 85,0; e g) 
90,0% (v/v). Concentração inicial de proteínas: 0,31 ± 0,01 mg/ mL e atividade inicial de 
xilanase: 53,5 ± 0,6 UI/mL. 
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Figura 16. Continuação - Cinéticas de precipitação para as proteínas totais (○) e para 
atividade das xilanases (Δ) em concentrações de etanol de a) 60,0; b) 65,0; c) 70,0; d) 75,0; e) 
80,0; f) 85,0; e g) 90,0% (v/v). Concentração inicial de proteínas: 0,31 ± 0,01 mg/ mL e 
atividade inicial de xilanase: 53,5 ± 0,6 UI/mL. 
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Figura 16. Continuação - Cinéticas de precipitação para as proteínas totais (○) e para 
atividade das xilanases (Δ) em concentrações de etanol de a) 60,0; b) 65,0; c) 70,0; d) 75,0; e) 
80,0; f) 85,0; e g) 90,0% (v/v). Concentração inicial de proteínas: 0,31 ± 0,01 mg/ mL e 
atividade inicial de xilanase: 53,5 ± 0,6 UI/mL. 
 
 
 
 
 
4.2.2. Estudo da solubilidade e solutividade do complexo enzimático 
Os complexos enzimáticos de diferentes concentrações de proteínas e de 
atividades enzimáticas foram obtidos pela produção de fermentados enriquecidos com fator 
aproximado de 2 e 3 vezes mais proteínas, conforme descrito no item 2.4.2. A Tabela 5 
apresenta as características do fermentado original (F1) e do fermentado enriquecido cerca de 
duas (F2) e três vezes (F3). 
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Tabela 5. Características do fermentado original (F1) e dos fermentados enriquecidos cerca 
de duas (F2) e três vezes (F3). 
 
 
F1 F2 F3 
Concentração de proteína (mg/mL) 0,34 ± 0,02 0,62 ± 0,09 0,92 ± 0,03 
Atividade enzimática 
das xilanases 
Volumétrica 
(UI/mL) 
56,93 ± 3,96 139,13 ± 4,46 206,61 ± 4,24 
Específica 
(UI/mg) 
167,44 ± 16,57 224,40 ± 33,30 224,10 ± 8,63 
Atividade enzimática 
das celulases  
Volumétrica 
(UI/mL) 
0,26 ± 0,03 0,53 ± 0,02 0,79 ± 0,06 
Específica 
(UI/mg) 
0,76 ± 0,10 0,85 ± 0,13 0,86 ± 0,07 
Atividade enzimática 
da 
β-glicosidase 
Volumétrica 
(UI/mL) 
1,10 ± 0,06 2,39 ± 0,10 3,53 ± 0,09 
Específica 
(UI/mg) 
3,24 ± 0,26 3,85 ± 0,58 3,83 ± 0,16 
 
As concentrações de proteína e as atividades enzimáticas das celulases e da β-
glicosidase em F2 e F3 apresentaram valores bem próximos dos desejados. Porém, as 
atividades enzimáticas das xilanases foram maiores: para F2 e F3 teve-se um aumento de 2,4 
e 3,6 vezes, respectivamente em relação a F1. Observa-se também, que com a precipitação a 
85,0% de etanol produziu um precipitado com certo nível de purificação, visto que F2 e F3 
apresentaram atividades específicas bem próximas, porém maiores que F1.  
As Figuras 17 e 18 mostram os resultados da precipitação das proteínas presentes 
no complexo proteico do T. harzianum em diferentes concentrações iniciais de proteína, bem 
como seus balanços de massa, para diferentes concentrações de etanol e acetona, 
respectivamente. Com esses resultados verificou-se a recuperação total de proteína para todas 
as condições estudadas. Observa-se que, como esperado, a recuperação de proteína no 
precipitado aumenta com o aumento da concentração de solvente orgânico e, 
consequentemente, a recuperação na fase sobrenadante diminui. Nestes ensaios não foi 
possível medir a atividade enzimática na fase sobrenadante devido à provável desnaturação da 
enzima nesta fase e sua diluição pela adição do solvente orgânico. 
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Figura 17. Precipitação do fermentado de T. harzianum com etanol: balanço de massa. 
Concentração inicial de proteína: a) F1; b) F2; e c) F3. 
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Figura 18. Precipitação do fermentado de T. harzianum com acetona: balanço de massa. 
Concentração inicial de proteína: a) F1; b) F2; e c) F3. 
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As curvas de solubilidade das proteínas e solutividade das enzimas estudadas em 
soluções aquosas de etanol estão representadas nas Figuras 19 a 22 e em soluções aquosas de 
acetona estão representadas nas Figuras 23 a 26. 
Observa-se que, como esperado, para uma mesma condição inicial de 
concentração de proteínas e de atividade enzimática, a solubilidade e a solutividade diminuem 
com o aumento da concentração de solvente orgânico devido à diminuição da constante 
dielétrica da solução. Porém, assim como foi observado para a lisozima, estes parâmetros do 
complexo proteico também apresentaram dependência em relação às condições inicias de 
concentração de proteínas e de atividade enzimática. As curvas de solubilidade e solutividade 
apresentam um padrão: com o aumento do grau de supersaturação ocasionado pelo aumento 
da concentração de solvente orgânico, as inclinações das curvas vão diminuindo podendo se 
tornar até negativas. 
Em comparação entre os sistemas com acetona e com etanol, percebe-se que, nas 
mesmas condições de processo (mesma concentração de solvente orgânico e concentração 
inicial de proteína), o sistema com acetona apresenta menor solubilidade e solutividade, o que 
pode ser consequência da menor constante dielétrica deste solvente em relação ao etanol. 
Porém, quando se compara a solubilidade e as solutividades para constantes 
dielétricas próximas nos sistemas de acetona e etanol observa-se que há uma variação do 
comportamento destes parâmetros em relação ao solvente orgânico. A solubilidade das 
proteínas totais é menor no sistema com acetona comparando com o sistema com etanol. Por 
exemplo, analisando as curvas em 65,0% de etanol (Figura 19) e 60,0% de acetona (Figura 
23) que possuem constantes dielétricas próximas, 41,91 e 42,93, respectivamente (Tabela 6), 
tem-se que, para todas as concentrações iniciais de proteínas estudadas, a solubilidade em 
acetona é significativamente menor. Entretanto, para constantes dielétricas próximas, a 
solutividade das xilanases apresenta um comportamento diferente: em sistemas com acetona 
(Figura 24) este parâmetro é maior do que em sistemas com etanol (Figura 20). Já nas curvas 
de solutividade das celulases, observa-se que as inclinações destas curvas apresentaram 
variações significativas em relação ao solvente. Comparando as curvas em 65,0% de etanol 
(Figura 21) e 60,0% de acetona (Figura 25), verifica-se que a curva no primeiro sistema 
apresenta inclinação negativa, diferentemente do que é apresentado no segundo sistema em 
que a inclinação da curva é positiva. Dessa forma, em atividades iniciais mais baixas a  
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Figura 19. Curvas de solubilidade de proteínas totais em função de três diferentes 
concentrações iniciais de proteínas e em quatro diferentes concentrações de etanol - (○) 60,0; 
(Δ) 65,0; (□) 75,0; e (◊) 85,0% (v/v). As barras de erro são desvio padrão para três bateladas 
de precipitação. 
 
 
 
 
Figura 20. Curvas de solutividade de xilanases em função de três diferentes atividades 
iniciais da enzima e em quatro diferentes concentrações de etanol - (○) 60,0; (Δ) 65,0; (□) 
75,0; e (◊) 85,0% (v/v). As barras de erro são desvio padrão para três bateladas de 
precipitação. 
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Figura 21. Curvas de solutividade de celulases em função de três diferentes atividades 
iniciais da enzima e em quatro diferentes concentrações de etanol - (○) 60,0; (Δ) 65,0; (□) 
75,0; e (◊) 85,0% (v/v). As barras de erro são desvio padrão para três bateladas de 
precipitação. 
 
 
 
 
Figura 22. Curvas de solutividade de β-glicosidase em função de três diferentes atividades 
iniciais da enzima e em quatro diferentes concentrações de etanol - (○) 60,0; (Δ) 65,0; (□) 
75,0; e (◊) 85,0% (v/v). As barras de erro são desvio padrão para três bateladas de 
precipitação. 
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Figura 23. Curvas de solubilidade de proteínas totais em função de três diferentes 
concentrações iniciais de proteínas e em quatro diferentes concentrações de acetona - (○) 
50,0; (Δ) 55,0; (□) 60,0; e (◊) 65,0% (v/v). As barras de erro são desvio padrão para três 
bateladas de precipitação. 
 
 
 
 
Figura 24. Curvas de solutividade de xilanases em função de três diferentes atividades 
iniciais da enzima e em quatro diferentes concentrações de acetona - (○) 55,0; (Δ) 60,0; (□) 
65,0; e (◊) 70,0% (v/v). As barras de erro são desvio padrão para três bateladas de 
precipitação. 
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Figura 25. Curvas de solutividade de celulases em função de três diferentes atividades 
iniciais da enzima e em quatro diferentes concentrações de acetona - (○) 50,0; (Δ) 55,0; (□) 
60,0; e (◊) 65,0% (v/v). As barras de erro são desvio padrão para três bateladas de 
precipitação. 
 
 
 
 
Figura 26. Curvas de solutividade de β-glicosidase em função de três diferentes atividades 
iniciais da enzima e em quatro diferentes concentrações de acetona - (○) 40,0; (Δ) 45,0; (□) 
50,0; e (◊) 55,0% (v/v). As barras de erro são desvio padrão para três bateladas de 
precipitação. 
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solutividade no sistema em acetona é menor do que em etanol, porém para atividades iniciais 
mais altas o comportamento é invertido, a solutividade é maior em acetona. A solutividade da 
β-glicosidase apresenta valores bem menores em sistemas com acetona (Figura 26), mesmo 
para constante dielétrica maiores que do sistema de etanol (Figura 22).  
Portanto, percebe-se que as diferenças entre as curvas dos dois sistemas não estão 
relacionadas apenas com a variação da constante dielétrica. Também podem estar associadas, 
mais fortemente, à diferença de polaridade entre esses dois solventes orgânicos e às 
características químicas da superfície das proteínas estudadas. Dessa forma, em sistemas com 
solvente mais polar (no caso, etanol), em que a densidade da camada de hidratação será 
menor, a solubilidade e solutividade podem reduzir ou aumentar de acordo com as 
características químicas da proteína. Se a proteína estiver carregada tanto positivamente 
quanto negativamente, dependendo do pH de operação, tem-se a predominância das 
interações eletrostáticas de repulsão entre as biomoléculas o que favorece a solubilidade e 
solutividade. Porém, se o pH da operação for igual ou próximo do pI da proteína, sua carga 
líquida será nula ou próxima o que resulta na redução destes parâmetros.  
Assim, pode-se supor que, nas condições do processo, as proteínas em geral e a β-
glicosidase possuem superfícies carregadas positivamente ou negativamente, o que ocasionou 
o aumento da solubilidade e solutividade em soluções aquosas de etanol. Já no caso das 
xilanases, a superfície das proteínas pode estar com carga nula ou próxima o que promoveu a 
redução da solutividade destas enzimas nos sistemas com etanol.  
 
Tabela 6. Constante dielétrica de soluções aquosas de etanol e acetona obtidas na 
precipitação do complexo proteico do T. harzianum. 
Concentração de solvente 
orgânico (%v/v) 
Constante dielétrica a 20°C 
Etanol Acetona 
50* 50,38 49,52 
55* 47,53 46,23 
60* 44,67 42,93 
65* 41,91 39,72 
70* 39,14 36,51 
75* 36,52 33,42 
85* 31,46 27,47 
Fonte: AKERLOF, 1932. *Valores calculados pela autora por interpolação.  
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Diante destes resultados, no tocante a processos, é plausível afirmar que utilizando 
a acetona consegue-se desenvolver um fracionamento das proteínas presente no complexo 
proteico do T. harzianum. Observando as curvas de solubilidade e solutividade, verifica-se 
que a solutividade das xilanases são bem altas em soluções aquosas de acetona, 
diferentemente observa-se para a β-glicosidase (que compõe o conjunto das celulases). Por 
exemplo, para o complexo proteico F1, em soluções contendo concentração de 55,0% de 
acetona, tem-se que a recuperação de atividade de xilanase é de 3,1% e de atividade das 
celulases é de 32,1%; já a recuperação da atividade da β-glicosidase atinge cerca de 73% 
(Tabela A2). 
A explicação dada por Shiau e Chen (1997) referente às variações da solubilidade 
em relação à concentração inicial de proteínas foi baseada no trabalho de Nelson e Glatz 
(1985) no qual observaram que, para precipitação da proteína de soja por sal, o aumento no 
grau de supersaturação resulta no aumento da taxa de nucleação e em um aumento mais 
acentuado na taxa de crescimento das partículas primárias. Dessa forma, em concentrações 
constantes de sal, a alta concentração inicial de proteína resulta na formação de partículas 
grandes, porém em quantidade relativamente pequena. Assim, a área total superficial 
disponível para as moléculas de proteína se agregar e precipitar é relativamente pequena, 
resultando em um aumento na solubilidade com o aumento da concentração inicial de 
proteína. Porém, em concentrações iniciais de proteínas ainda mais altas, o tamanho da 
partícula de precipitado será menor. Isso porque, agregados maiores tendem a ser mais 
suscetíveis a quebra causada pela força hidrodinâmica. A quebra dos agregados aumenta a 
área superficial disponível para a agregação de moléculas de proteínas e, assim, reduz a 
solubilidade.  
Essa explicação pode-se estender para as curvas de solutividade já que resultado 
da solubilidade das proteínas totais representa de forma geral o que ocorre na solutividade nas 
enzimas. 
 
4.2.3. Determinação dos coeficientes de distribuição 
Shih et al. (1992) propuseram que a melhor forma de descrever um sistema em 
equilíbrio de precipitação de proteínas com sais é pelo coeficiente de distribuição, pois como 
o precipitado formado não é uma fase sólida “pura”, o conceito de solubilidade não pode ser 
aplicado para esses casos. Dessa forma, determinou-se o coeficiente de distribuição (Ke) para 
os sistemas estudados neste trabalho. Este parâmetro foi calculado a partir dos valores 
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encontrados das concentrações de proteína, em miligrama por grama de líquido, nas fases 
sobrenadante (Cs) e precipitada (Cp) e analisado estatisticamente pelo teste de Tukey com 
intervalo de confiança de 95% e nível de significância de 5%. As Tabelas 7 e 8 apresentam os 
dados de Ke para as precipitações de lisozima por etanol e acetona, respectivamente. 
No trabalho de Shih et al. (1992), verificou-se que em sistemas de precipitação 
por sais de lisozima e α-quimiotripsina, o Ke é mantido constante independente da 
concentração inicial de proteína. Porém, como observado nas Tabelas 7 e 8, tem-se que o Ke 
da lisozima em processos de precipitação com solvente orgânico é função da concentração 
inicial de proteína. Em ambos os sistemas, verifica-se que para uma mesma concentração de 
solvente orgânico, Cp e Cs não variam proporcionalmente com a concentração inicial de 
proteína, portanto, o valor de Ke não é constante em relação a esta variável. Pode-se concluir 
que nas condições em que conduziu os processos de precipitação, o sistema não estava na 
região de equilíbrio líquido-líquido ou não se pode considerar que a precipitação da lisozima 
comporta-se como um equilíbrio líquido-líquido. O valor de Ke também é dependente da 
concentração de solvente orgânico (Figuras 27 e 28), assim como observado por Shih et al. 
(1992), o aumento da concentração de agente precipitante provoca um decréscimo no valor de 
Ke.  
 
Tabela 7. Valores de Cp, Cs, e Ke para diferentes concentrações de etanol e concentrações 
iniciais de lisozima (Cp
0
). 
Concentração de 
etanol (%v/v) 
Cp
0
 (mg/mL) 
Cp 
(mg/g líquido) 
Cs 
(mg/g líquido) 
(Ke ± erro)  
x 10
3
 
40,0 
4,8 126,0 3,0 23,7 ± 1,8 
15,0 240,0 8,1 33,3 ± 2,5 
26,2 315,2 14,0 44,4 ± 2,1 
45,0 
4,9 134,1 1,3 10,0 ± 0,7 
15,1 180,0 4,2 22,2 ± 1,9 
26,1 262,1 8,4 32,2 ± 2,1 
50,0 
4,8 123,0 0,6 4,9 ± 0,5 
14,9 162,4 1,4 8,7 ± 0,6 
26,5 204,8 3,6 17,5 ± 0,8 
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Tabela 8. Valores de Cp, Cs, e Ke para diferentes concentrações de acetona e concentrações 
iniciais de lisozima (Cp
0
). 
Concentração de 
acetona (%v/v) 
Cp
0
 (mg/mL) 
Cp 
(mg/g líquido) 
Cs 
(mg/g líquido) 
(Ke ± erro)  
x 10
3
 
35,0 
6,5 22,6 5,0 221,7 ± 9,2 
15,4 30,6 11,4 250,0± 9,2 
23,9 62,9 17,6 282,0 ± 4,1 
40,0 
6,5 250,8 2,6 10,0 ± 1,0 
15,4 163,7 4,8 29,6 ± 3,2 
23,9 194,2 8,8 45,1 ± 2,6 
45,0 
6,5 266,8 0,5 2,0 ± 0,1 
15,4 178,8 1,0 5,8± 0,2 
23,9 189,5 1,5 7,8 ± 0,7 
 
 
 
Figura 27. Coeficiente de distribuição em função da concentração de etanol em diferentes 
concentrações iniciais de proteína para soluções puras de lisozima: (○) 4,8 ± 0,1, (□) 15,0 ± 
0,2 e (Δ) 26,2 ± 0,4 mg/mL. 
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Figura 28. Coeficiente de distribuição em função da concentração de acetona em diferentes 
concentrações iniciais de proteína para soluções puras de lisozima: (○) 6,5 ± 0,1, (□) 15,4 ± 
0,5 e (Δ) 23,9 ± 0,3 mg/mL. 
 
 
 
 
No trabalho de Shiau e Chen (1997) também foi relatado estes dois 
comportamentos do coeficiente de distribuição em sistemas de precipitação por sais. Para a 
proteína BSA, observou-se uma variação do valor de Ke em relação à concentração inicial de 
proteína. Já para a lisozima e α-quimiotripsina, este parâmetro permaneceu constante. 
Nas Tabelas 9 e 10 apresentam-se os dados de Ke para os processos de 
precipitações do complexo proteico do T. harzianum por etanol e acetona, respectivamente. 
Neste caso, verificou-se que Ke foi constante independentemente da concentração inicial de 
proteína, diferente do comportamento observado no caso da lisozima. Caso identificado como 
um equilíbrio líquido-líquido. O valor de Ke nestes sistemas também diminui aparentemente 
de forma exponencial com o aumento da concentração de solvente orgânico (Figuras 29 e 30).  
Tanto no sistema de lisozima como no complexo proteico do T. harzianum, a fase 
precipitada apresenta em sua composição uma alta quantidade de líquido: aproximadamente 
85,3% (m/m). Porém, essa fase densa nem sempre irá se comportar como um líquido.  
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Tabela 9. Valores de Cp, Cs e Ke para diferentes concentrações de etanol e concentrações 
iniciais de proteína do complexo proteico do T. harzianum (Cp
0
). 
Concentração de 
etanol (%v/v) 
  
 
 
Cp 
(mg/g líquido) 
Cs 
(mg/g líquido) 
(Ke ± erro)  
x 10
3
 
60,0 
F1 15,50 0,13 8,6 ± 0,5 
F2 19,98 0,19 9,2 ± 0,3 
F3 31,96 0,29 9,1 ± 0,1 
65,0 
F1 21,20 0,09 4,2 ± 0,5 
F2 18,66 0,09 4,6 ± 0,5 
F3 40,11 0,15 3,7 ± 0,1 
75,0 
F1 24,77 0,04 1,8 ± 0,3 
F2 20,62 0,04 2,0 ± 0,1 
F3 34,58 0,05 1,5 ± 0,3 
85,0 
F1 25,56 0,03 1,0 ± 0,1 
F2 19,12 0,01 1,0 ± 0,1 
F3 28,94 0,02 0,8 ± 0,1 
 
 
Tabela 10. Valores de Cp, Cs e Ke para diferentes concentrações de acetona e concentrações 
iniciais de proteína do complexo proteico do T. harzianum (Cp
0
). 
Concentração de 
acetona (%v/v) 
  
 
 
Cp 
(mg/g líquido) 
Cs 
(mg/g líquido) 
(Ke ± erro)  
x 10
3
 
50,0 
F1 24,22 0,25 10,2 ± 0,5 
F2 27,81 0,33 11,9 ± 0,7 
F3 31,51 0,37 11,8 ± 0,7 
55,0 
F1 29,01 0,16 5,6 ± 0,6 
F2 25,86 0,16 6,2 ± 0,2 
F3 29,97 0,19 6,5 ± 0,2 
60,0 
F1 26,91 0,05 1,7 ± 0,2 
F2 40,30 0,08 2,0 ± 0,1 
F3 40,36 0,09 2,1 ± 0,1 
65,0 
F1 35,33 0,04 1,1 ± 0,2 
F2 44,40 0,04 0,9 ± 0,1 
F3 40,22 0,04 0,9 ± 0,1 
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Figura 29. Coeficiente de distribuição em função da concentração de etanol em diferentes 
concentrações iniciais de proteína do complexo proteico do T. harzianum: (○) F1, (□) F2 e (Δ) 
F3. 
 
 
 
 
Figura 30. Coeficiente de distribuição em função da concentração de acetona em diferentes 
concentrações iniciais de proteína do complexo proteico do T. harzianum: (○) F1, (□) F2 e (Δ) 
F3. 
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5. CONCLUSÕES E SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
5.1. Conclusões 
Neste trabalho apresentou-se os resultados para o equilíbrio de fases tanto em 
termos de massa quanto de atividade enzimática para as enzimas lisozima e para complexos 
de xilanases e celulases produzidos pelo T. harzianum em soluções aquosas de solvente 
orgânico (etanol e acetona). 
O estudo da recuperação de atividades enzimáticas na precipitação mostrou que o 
comportamento das atividades presentes na fase sobrenadante segue a mesma tendência 
observada para a concentração proteica. Dessa maneira, é possível através do parâmetro 
solutividade tratar a recuperação de atividade enzimática utilizando as mesmas abordagens já 
utilizadas no estudo do equilíbrio de fases de massa, o que é especialmente importante nos 
casos em que a análise da atividade da fase sobrenadante não é factível experimentalmente. 
Verificou-se que a solubilidade do sistema proteico é influenciada pela 
concentração inicial de proteína em soluções aquosas de etanol e acetona, assim como foi 
relatado na literatura para o caso de sais. A solutividade apresentou um comportamento 
similar em função da atividade enzimática inicial. Essa influência pode ser explicada pelas 
variações nas taxas de nucleação e crescimento causadas pelo aumento do grau de 
supersaturação, o que pode ter resultado na diferença de estrutura dos precipitados formados. 
Algumas variações nos parâmetros solubilidade e solutividade foram observadas 
em relação ao solvente orgânico. Isso pode estar associado mais intensamente à diferença de 
polaridade e às características químicas da superfície das proteínas estudadas. Essas variações 
ocorreram diferentemente nas curvas de solutividade das xilanases e da β-glicosidase, em que 
se verificou que a solutividade das xilanases é favorecida em soluções aquosas de acetona, já 
a solutividade da β-glicosidase é bem menor em soluções aquosas de acetona do que de 
etanol. Isso indica uma oportunidade para o desenvolvimento de precipitação fracionada 
objetivando a purificação destas enzimas.   
Como já relatado na literatura para sistema com sais, alguns sistemas de 
precipitação podem ser considerados um equilíbrio líquido-líquido, porém essa consideração 
não pode ser estendida a todos os casos. Essa observação mostrou-se válida também para os 
sistemas de precipitação com solventes orgânicos em que, para o caso do complexo proteico 
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do T. harzianum, o coeficiente de distribuição mostrou-se independente da concentração 
inicial de proteína para uma mesma concentração de solvente orgânico. Contudo, para o caso 
da lisozima este parâmetro variou linearmente com o aumento da concentração inicial de 
proteína.  
 
5.2. Sugestões para trabalhos futuros 
Este trabalho estendeu para solventes orgânicos estudos inéditos realizados por 
Shih et al. (1992) com sais. Mostrou-se que o efeito da concentração inicial de proteína na 
solubilidade encontrado por estes autores para algumas proteínas, também existe no caso de 
solventes orgânicos. De forma inédita aplicou-se o conceito de solutividade nos processos de 
precipitação de enzimas. Assim, há muito que se estudar para compreender o comportamento 
do processo de precipitação com solventes orgânicos. Para tal sugere-se como trabalho futuro: 
1) Ampliar as faixas de concentração inicial de proteínas de modo a averiguar com mais 
clareza o comportamento da solubilidade;  
2) Realizar os mesmos ensaios para outras proteínas de alta pureza com características 
distintas (massa molecular, hidrofobicidade, ponto isoelétrico, por exemplo) para 
analisar se a solubilidade de proteínas diferentes apresentam comportamentos 
diferentes em relação à concentração inicial de proteína;  
3) Utilizar outros solventes orgânicos com características distintas, como por exemplo o 
metanol que é mais polar e possui maior constante dielétrica em comparação com os 
solventes estudados; 
4) Realizar estudos das características morfológicas e cristalográficas do precipitado 
formado em diferentes condições a fim de verificar se a variação na solubilidade em 
relação à concentração inicial de proteína está associada a estrutura do mesmo; 
5) Avaliar as taxas de nucleação e de crescimento em diferentes condições para entender 
melhor o comportamento das proteínas no processo de precipitação e analisar se a 
cinética está ligada a dependência da solubilidade em função da concentração inicial 
de proteína. 
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APÊNDICE 
 
Tabela A1. Recuperação de proteína e atividade enzimática no processo de precipitação do 
complexo proteico do T. harzianum utilizando etanol.  
 
  Recuperação no precipitado (%) 
 
Concentração de 
etanol (%v/v) 
Proteínas 
Atividade 
enzimática 
das xilanases 
Atividade 
enzimática das 
celulases 
Atividade 
enzimática da 
β-glicosidase 
F1 
60,0 22,8 ± 1,2 3,5 ± 1,0 10,8 ± 2,1 67,6 ± 1,6 
65,0 41,4 ± 5,7 11,6 ± 1,9 38,7 ± 2,0 90,8 ± 2,2 
75,0 55,5 ± 1,2 81,5 ± 5,5 77,4 ± 6,5 95,5 ± 5,4 
85,0 64,0 ± 2,4 100,3 ± 4,7 88,2 ± 6,1 102,5 ± 3,4 
F2 
60,0 39,0 ± 3,6 2,1 ± 0,9 41,9 ± 5,1 77,5 ± 1,9 
65,0 63,8 ± 1,4 16,1 ± 1,0 84,4 ± 2,2 88,7 ± 1,2 
75,0 
81,5 ± 1,7 74,8 ± 4,7 94,2 ± 1,9 91,5 ± 1,0 
85,0 
106,3 ± 3,9 103,6 ± 6,2 106,2 ± 5,1 100 ± 1,7 
F3 
60,0 46,7 ± 1,5 3,5 ± 1,2 50,6 ± 2,9 72,5 ± 1,0 
65,0 65,6 ± 1,9 20,2 ± 5,0 86,9 ± 4,0 77,6 ± 1,1 
75,0 79,2 ± 2,7 55,2 ± 5,4 99,1 ± 2,8 83,3 ± 1,0 
85,0 107,0 ± 1,4 91,2 ± 5,7 102,6 ± 2,5 104,6 ± 2,9 
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Tabela A2. Recuperação de proteína e atividade enzimática no processo de precipitação do 
complexo proteico do T. harzianum utilizando acetona.  
 
  Recuperação no precipitado (%) 
 
Concentração de 
acetona (%v/v) 
Proteínas 
Atividade 
enzimática 
das xilanases 
Atividade 
enzimática das 
celulases 
Atividade 
enzimática da 
β-glicosidase 
F1 
40,0 6,5 ± 1,7 - - 2,8 ± 0,9 
45,0 12,2 ± 1,7 - - 11,7 ± 1,6 
50,0 29,4 ± 1,1 - 7,2 ± 1,8 48,3 ± 2,5 
55,0 43,0 ± 5,2 3,1 ± 1,4 32,3 ± 2,7 73,1 ± 2,7 
60,0 66,4 ± 3,1 22,0 ± 4,8 63,9 ± 1,8 - 
65,0 73,0 ± 6,1 47,2 ± 5,9 84,7 ± 3,9 - 
70,0 82,4 ± 3,9 64,5 ± 5,6 96,7 ± 2,1 - 
F2 
40,0 7 ± 2 - - 2,2 ± 1,1 
45,0 13 ±1 - - 16,2 ±1,8 
50,0 29,0 ± 1,3 - 12,4 ± 1,2 60,3 ± 1,5 
55,0 62,6 ± 1,6 6,4 ± 1,8 60,8 ± 1,8 91,66 ± 2,1 
60,0 80,8 ± 2,5 15,4 ± 2,9 77,0 ± 1,5 - 
65,0 92,8 ± 2,2 38,2 ± 1,2 86,5 ± 3,2 - 
70,0 98,7 ± 1,5 36,5 ± 6,0 103,9 ± 4,5 - 
F3 
40,0 6,7 ± 0,9 - - 3,2 ± 0,8 
45,0 13,3 ± 1,6 - - 11,6 ± 1,5 
50,0 30,6 ± 1,1 - 18,7 ± 1,0 78,0 ± 1,4 
55,0 61,2 ± 1,4 10,2 ± 2,8 50,1 ± 2,3 95,8 ± 2,1 
60,0 86,0 ± 2,1 20,6 ± 2,7 75,6 ± 1,9 - 
65,0 96,2 ± 1,9 35,5 ± 3,6 99,6 ± 2,4 - 
70,0 105,4 ± 4,3 42,8 ± 1,9 103,2 ± 4,2 - 
 
